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A epigenética estuda mecanismos reguladores da atividade e herança gênica que 
independem de modificações na seqüência de nucleotídeos do DNA. Os principais 
eventos epigenéticos são: metilação do DNA e modificações pós traducionais em 
histonas. miRNAs correspondem a moléculas de RNAs bem pequenas que se 
associam a mRNA alvos promovendo a desestabilização ou degradação dos mesmos. 
É estimado que mais de 30% de todos os mRNAs sejam regulados por miRNAs. Desta 
forma, os miRNAs representam componentes essenciais em diversos processos 
biológicos, tais como proliferação celular, apoptose e resposta ao estresse. Tanto 
alterações nos mecanismos epigenéticos quanto modificações no perfil de expressão 
de miRNAs pode modificar a expressão dos componentes do ciclo celular. Alguns 
estudos sugerem que o câncer é uma doença do ciclo celular. Neste contexto, o 
objetivo do presente estudo foi determinar a contribuição dos componentes do ciclo 
celular na gênese do melanoma e seus possíveis reguladores. Para tal, foi utilizado 
um modelo murino de gênese do melanoma, no qual várias linhagens celulares foram 
obtidas após submeter melanócitos melan-a a ciclos sequenciais de bloqueio de 
ancoragem. Alterações significativas foram identificadas na expressão dos 
componentes do ciclo celular, p53, p21, ciclina D1 e Cdk4 durante o processo de 
transformação maligna dos melanócitos. Foi verificada perda da expressão da p53 ao 
mesmo tempo em que foi observado aumento na expressão de p21 na linhagem de 
melanoma agressivo. Observaram-se também alterações na expressão de Dnmt1 
durante a gênese do melanoma. Ensaios de imunoprecipitação de proteínas 
mostraram que p53 interage com Dnmt1 somente nos melanócitos melan-a. Vinte e 
cinco miRNAs foram encontrados diferencialmente expressos ao longo do processo de 
transformação de melanócitos e os miRNAs 138, 340 5p, 678 e 330 foram 
reconhecidos como possíveis reguladores de p53, ciclina D1 e Cdk4 e p21, 
respectivamente. Estes dados sugerem a contribuição da maquinaria epigenética e 
dos miRNAs na regulação do ciclo celular e demonstram a importância do equilíbrio 
destas vias para manutenção do um fenótipo celular. Alterações nos componentes do 
ciclo celular estão envolvidas com transformação maligna de melanócitos melan-a e os 
eventos epigenética podem contribuir com estas alterações. Os alvos terapêuticos que 
visam os componentes da maquinaria epigenética podem representar úteis 
intervenções contra o câncer. Além disso, a proteína p53 interage com um dos 
principais componentes das máquinas epigenética, Dnmt1, indicando que p53 pode 
regular essa enzima e contribuir para a manutenção do padrão de metilação do DNA. 
Os miRNAs identificados também representam moléculas envolvidas na gênese do 
melanoma e, por isso, são fortes candidatos no desenvolvimento de novas terapias.  
ABSTRACT 
Epigenetic studies regulatory mechanisms of the activity and inheritance in gene 
expression that is independent of modifications in the nucleotide sequence. The main 
epigenetic events are: DNA methylation and histone pos-translational modifications. 
miRNAs are non-coding RNAs that bind to mRNA targets and disturb their stability 
and/or translation, thus acting in the post-transcriptional regulation. It is estimated that 
over 30% of mRNAs are regulated by miRNAs and therefore these molecules are 
considered essential in the processing of many biological responses, such as cell 
proliferation, apoptosis and stress responsiveness. Changes in the epigenetic 
machinery like modifications in miRNA expression profile can modify the expression of 
cell cycle components. Some studies suggest that cancer is also a disease of cell 
cycle. In this regard the aim of the present study was identify the contribution of cell 
cycle components in melanoma genesis and their possible regulators. For that it was 
used a murine model of melanoma genesis in which several cell lineages were 
obtained after submitting melan-a melanocytes to sequential cycles of anchorage 
blockade. Significant alterations were identified in expression of the cell cycle 
components, p53, p21, cyclin D1 and cdk4 along melanocyte malignant transformation. 
It was observed loss of p53 expression in the same time that was observed an 
increase in expression of p21 in the aggressive melanoma lineages. It was also 
observed alterations in the expression of dnmt1 during the genesis of melanoma. 
Protein immunoprecipitation assays showed that p53 interact with dnmt1 only in melan-
a melanocytes. Twenty five miRNAs were found differentially expressed along the 
process of malignant transformation and the miRNAs 138, 340-5p, 678 and 330 were 
recognized as possible regulators of p53, cyclin D1, Cdk4 and p21, respectively. These 
data show the contribution of epigenetic and miRNA machinery in the regulation of cell 
cycle and the importance of the equilibrium of these pathways in maintenance of cell 
phenotype. Cell cycle components imbalance are involved in malignant transformation 
of melan-a melanocytes and epigenetic machinery might contribute to these 
alterations. The therapeutic targets that focus on epigenetic machinery could be useful 
interventions against cancer. Besides that, the p53 protein interacts with one of the 
major components of the epigenetic machinery, dnmt1. This indicates that the 
components of cell cycle may regulate this enzyme and contribute for the maintenance 
of DNA methylation pattern. The miRNAs identified also represent strong candidates in 
the contribution of melanoma genesis. They may be useful as therapeutic targets on 





1 - INTRODUÇÃO 
  
 
1.1 - Melanoma 
 
O melanoma foi classicamente descrito como um câncer proveniente da 
transformação maligna de melanócitos. No entanto, ainda não se sabe se o início 
desta transformação ocorre a partir de melanócitos já diferenciados, de precursores 
indiferenciados, ou se da combinação destes dois eventos (Schatton & Frank, 2008).  
Os melanócitos se originam de progenitores da crista neural que migram para a 
epiderme, folículos capilares, trato uveal dos olhos e cóclea durante o processo de 
desenvolvimento (Tolleson, 2005). Na epiderme humana, os melanócitos se dispõem 
próximos à camada basal e interagem intimamente com os queratinócitos (Gray-
Schopfer et al., 2007). Os queratinócitos são as células mais abundantes da epiderme 
(encontram-se aproximadamente 75.000 queratinócitos por mm2 de epiderme e 
apenas 2.000 melanócitos por mm2) (Schaller & Meyer-Hermann, 2007) e regulam a 
homeostase dos melanócitos por meio da secreção de fatores que controlam 
sobrevivência, diferenciação, proliferação e motilidade (Gray-Schopfer et al., 2007). A 
incidência de raios ultravioletas (UV) faz com que os queratinócitos liberem fatores 
melanogênicos que induzem a produção de melanina pelos melanócitos (Dong et al., 
2010).  
A melanina que confere a cor da pele, olhos e cabelo (Lin & Fisher, 2007) é 
uma molécula complexa sintetizada em organelas especializadas, denominadas 
melanossomos. Este pigmento é distribuído para os queratinócitos circundantes e se 
acumula próximo ao núcleo para evitar possíveis danos ao DNA provocados pela luz 
UV (Meyle & Guldberg, 2009). Assim, os melanócitos possuem um papel crucial na 
proteção da pele contra raios UV e na prevenção contra o câncer neste órgão (Gray-
Schopfer et al., 2007). 
 A incidência do câncer de pele aumenta em índices alarmantes. Estima-se 
que, no mundo, a cada ano, dois a três milhões de pessoas desenvolvam este tipo de 
tumor. Apesar de o melanoma representar apenas 132.000 destes novos casos, esta 
neoplasia é reconhecida como o câncer de pele mais fatal. Assim, embora a incidência 
do melanoma seja baixa em relação aos outros cânceres de pele – somente 10 % – o 
melanoma representa mais de 80% das mortes causadas por todos os tipos de câncer 




O índice de sobrevivência após cinco anos do desenvolvimento da forma 
metastática do melanoma é de somente 16% (Houghton & Polsky, 2002). Acredita-se 
que nos Estados Unidos uma pessoa morre, a cada hora, desta moléstia (Greenlee et 
al., 2001). No século passado, o melanoma era considerado um câncer raro, porém 
atualmente o risco de se desenvolver a doença, em muitas populações do hemisfério 
sul, chega a ser de um para 50 (Giblin & Thomas, 2007). Devido à alta mortalidade do 
melanoma metastático e sua alta incidência entre adolescentes e adultos jovens, este 
câncer apresenta um alto impacto socioeconômico (Tsao et al., 2004).  
No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Câncer (INCA), o número de casos 
novos de câncer de pele não-melanoma estimado para 2010 é de 53.410 entre 
homens e de 60.440 nas mulheres. Quanto ao melanoma, sua incidência no país 
ainda é baixa (2.960 casos novos em homens e 2.970 casos novos em mulheres), 
sendo que as maiores taxas estimadas em homens e mulheres encontram-se na 
Região Sul. 
Como em outras neoplasias, alterações epigenéticas, predisposição genética, e 
exposição a agentes ambientais são fatores de risco para se desenvolver o melanoma. 
Foi relatado que o melanoma acomete mais indivíduos de pele clara, com poucos 
pêlos e com alta facilidade de se queimar quando expostas ao sol, do que indivíduos 
de pele mais escura (MacKie et al., 1989). O componente ultravioleta da luz solar 
promove danos à pele e aumenta o risco para o melanoma. A exposição intensa e 
intermitente à luz solar está relacionada com o melanoma, enquanto a exposição ao 
sol de maneira cumulativa está associada com o surgimento dos demais tipos de 
cânceres de pele (Chudnovsky et al., 2005). A incidência do melanoma em pessoas de 
pele clara é inversamente relacionada com a latitude, sendo os maiores índices 
encontrados na Austrália (Marks, 2000).   
O desenvolvimento do melanoma ocorre a partir de diversas alterações que 
modificam a expressão de genes que controlam proliferação e adesão celular. Além 
disso, os melanócitos passam a sintetizar fatores de crescimento autócrinos. Estes 
eventos promovem a desestabilização de diversas vias de sinalização intracelular e 
favorecem o escape dos melanócitos da fina regulação mediada pelos queratinócitos 
(Haass et al., 2004). Nestas condições, os melanócitos proliferam em taxa elevada. 
Tais eventos levam à formação dos nevos, que podem progredir, se transformar em 
estruturas atípicas e originar o melanoma. Assim, a progressão do melanoma pode ser 
proveniente da formação dos nevos juncionais. Os nevos juncionais são constituídos 
por melanócitos estruturalmente normais que apresentam um tempo de vida finito e 




mantendo contato com a camada basal. O nevo juncional pode se desenvolver em 
nevo displásico. O nevo displásico é constituído por melanócitos com estrutura e 
arquitetura atípicas, sendo esta etapa considerada a lesão pré-maligna do melanoma 
(Tucker et al., 1997). Há dois tipos de melanoma, o de crescimento radial (RGP) e o 
melanoma de crescimento vertical (VGP) (Figura 1). O RGP é uma lesão intra-
epidermal (as células perdem o contato com a camada basal e proliferam na 
epiderme) e de crescimento lento. É pouco invasivo, raramente é encontrado na 
derme e, por isso, geralmente não possui a capacidade de metastatizar. O VGP 
apresenta nódulos que invadem a derme e são altamente metastáticos (Rusciano, 
2000). O melanoma de crescimento vertical pode se desenvolver a partir do melanoma 
de crescimento radial (Gray-Schopfer et al., 2007) e, à medida que o melanoma RGP 
progride para o VGP, as opções de tratamento, índices de cura e de sobrevivência 
diminuem drasticamente (Chudnovsky et al., 2005). No entanto, o melanoma pode se 
originar sem passar por todas as etapas descritas acima (Meyle & Guldberg, 2009). 
O diagnóstico do melanoma sempre foi considerado um dos mais complexos 
na área de histopatologia devido, em parte, à grande dificuldade de classificação dos 
nevos em displásicos ou malignos (Orchard, 1998). O diagnóstico histológico do 
melanoma depende tanto da arquitetura do tumor quanto da característica das células 
transformadas (Chudnovsky et al., 2005). A descoberta de marcadores histológicos 
únicos para melanócitos ou melanoma, tais como MART-1/Melan-A (Kawakami et al., 
1994; Coulie et al., 1994) e HMB-45 (Gown et al., 1986), auxiliam no diagnóstico, 
porém ainda não existe marcador 100% específico ou sensível (Chudnovsky et al., 
2005).  
Além da dificuldade de diagnóstico, os pacientes com melanoma metastático 
apresentam baixa perspectiva de tratamento (Howell et al., 2007). Na tentativa de se 
desenvolver novas terapêuticas, é necessário o entendimento dos eventos que 
participam do processo de transformação maligna dos melanócitos. Como os 
componentes que controlam o ciclo celular e a entrada das células em senescência 
geralmente estão alterados no melanoma, a compreensão destas modificações pode 
auxiliar na elucidação das bases moleculares essenciais para formação do melanoma, 
favorecendo o desenvolvimento de drogas específicas para estas vias, aumentando-se 






Figura 1. Transformação maligna de melanócitos. Esquema e histologia representando diferentes 
etapas do desenvolvimento do melanoma. A - morfologia da pele humana normal, com melanócitos 
dispostos na camada basal da epiderme; B - melanoma de fase de crescimento radial (RGP) e C - 
melanoma de fase de crescimento vertical (VGP) (modificada de Chudnovsky et al., 2005). 
 
 
1.2 - Ciclo Celular 
   
O ciclo celular é dividido em quatro fases: G1, S, G2 e M (Norbury & Nurse, 
1992). Durante a fase S, há duplicação do DNA e durante a fase M, segregação de 














Crescimento dos melanócitos alterados através da epiderme/












correspondem aos períodos em que as células se preparam para a perfeita execução 
das fases S e M, respectivamente. Quando as células não proliferam, elas entram em 
estado de quiescência, conhecido como G0 (Malumbres & Barbacid, 2001). 
 A principal função do ciclo celular é garantir que o DNA seja fielmente 
duplicado durante a fase S e que cópias idênticas dos cromossomos sejam igualmente 
distribuídas entre as células filhas durante a mitose (Heichman & Roberts, 1994; 
Wuarin & Nurse, 1996). Assim, a cada divisão, as células mantêm o seu tamanho e 
número de cromossomos (Malumbres & Barbacid, 2001). 
 A progressão do ciclo celular é ativamente regulada por mecanismos externos 
denominados checkpoints. Os checkpoints protegem criteriosamente a transição entre 
as fases do ciclo garantindo que o estágio precedente tenha sido completado sem 
erros (Khodjakov & Rieder, 2009). O ciclo celular é independente dos checkpoints 
(Hartwell & Weinert, 1989; Murray, 1992), mas estes são fundamentais. A parada nos 
checkpoints permite que as células reparem os defeitos, impedindo a sua transmissão 
para as células filhas e contribuindo com a manutenção da estabilidade genômica 
(Malumbres & Barbacid, 2009).  
 Durante a fase G1, as células respondem a sinais extracelulares que 
determinam se estas irão se dividir novamente ou se entrarão em estado G0 
(Heichman & Roberts, 1994; Hunter & Pines, 1994; Wuarin & Nurse, 1996; Pardee, 
1989). Ao contrário das outras etapas de transição – S/G2 e G2/M – a progressão 
normal da fase G1/S é dependente de estímulos mitogênicos e pode ser bloqueada por 
citocinas antiproliferativas (Pardee, 1989; Sherr, 1994). Desta forma, a duplicação do 
DNA (fase S) e a segregação dos cromossomos (fase M) não podem ser alteradas por 
fatores externos, sendo estas controladas por vias autônomas. Além disso, estas vias 
são consideradas essenciais, uma vez que danos em seus componentes são 
altamente nocivos e frequentemente fatais. Assim, raramente são encontradas 
mutações, amplificações ou deleções nos genes responsáveis por estas vias, inclusive 
no câncer (Sherr, 1996).  
Processos oncogênicos ocorrem principalmente em reguladores da progressão 
da fase G1 (Sherr, 1996). No câncer, as células não respondem a estímulos externos 
que controlam a transição G1/S e, por isso, permanecem no ciclo celular. Como a 
saída do ciclo celular facilita a maturação e a diferenciação, estes mecanismos 
também estão prejudicados durante a tumorigênese (Pardee, 1989; Sherr, 1994).  
 Após a passagem do ponto de restrição em G1, a célula se torna comprometida 
com novo ciclo de divisão, independente dos sinais externos de crescimento (Sherr, 




ciclina (CDKs). As CDKs correspondem a um grupo de tirosina/serina quinases que 
formam complexos heterodiméricos após associação com ciclinas (Malumbres & 
Barbacid, 2001) e sua ativação depende de fosforilação regulatória positiva ou 
negativa (Norbury & Nurse, 1992; Morgan, 1995). CDK4 e CDK6 estão envolvidas com 
a progressão da fase inicial de G1 enquanto que CDK2 é requerida no fim de G1 e 
início da fase S (Malumbres & Barbacid, 2001).  
As ciclinas D (D1, D2 e D3) são induzidas por meio de estímulos mediados por 
fatores de crescimento e sua síntese e associação com as CDKs correspondentes – 
CDK4 e 6 – dependem de fatores mitogênicos (Sherr, 1994). Este complexo é mantido 
enquanto há presença de fatores que induzem a mitose e, na sua ausência, a ciclina D 
é rapidamente degradada. Tal fato promove a saída do ciclo celular (Sherr, 1996).  
A ciclina D1 é uma molécula instável. Ela é transportada do núcleo para o 
citoplasma, pela ação da proteína glicogênio sintase quinase 3-beta (GSK-3), onde é 
marcada com ubiquitina para ser degradada via proteassoma. Assim, a disponibilidade 
da ciclina D1 é controlada pelo balanço entre as vias mitogênicas RAS/RAF/MAPK e 
RAS/PI3K/AKT, responsáveis pela sua síntese e estabilização, respectivamente, e por 
sua degradação que depende do transporte para o núcleo, GSK-3 e marcação com 
ubiquitina.  As células que não apresentam ciclina D1 podem proliferar, indicando que 
as demais ciclinas D coexpressas em diversos tecidos com a ciclina D1 apresentam 
papel redundante. No entanto, a superexpressão da ciclina D1 facilita a passagem 
através de G1 e estimula a proliferação celular (Malumbres & Barbacid, 2001). 
Uma vez formado, o complexo ciclina D-CDK4/6 fosforila proteínas da família 
Rb (Rb, p107 e p130). As proteínas da família Rb se associam com fatores de 
transcrição da família E2F quando hipofosforiladas e impedem que estes fatores se 
associem aos promotores de genes e desencadeiem a transcrição dos componentes 
necessários para progressão do ciclo celular. Porém, em condições de 
hiperfosforilação, Rb se desassocia de E2F, permitindo a transativação de genes 
importantes para a entrada na fase S (Figura 2) (Lukas et al., 1994). Além disso, a 
liberação de E2F pelo Rb acelera a formação do complexo ciclina E-CDK2 (Hofmann 
& Livingston, 1996). A disponibilidade de ciclina E durante o ciclo celular é finamente 
controlada e limitada aos estágios inicias da síntese de DNA (Malumbres & Barbacid, 
2009). 
A atividade de Rb é regulada pelos complexos ciclinas D-CDK4/6 e ciclina 
E/CDK2, mas também pode ser regulada por alteração do seu status de acetilação por 




também estão sob controle do ciclo celular e impedem a eficiente fosforilação de Rb 
pelo complexo ciclina E/CDK2 (Chan et al., 2001). 
O comprometimento irreversível com a entrada na fase S do ciclo celular ocorre 
devido à mudança da inativação de Rb mediada pelo complexo ciclina D/CDK, 
dependente de fatores mitogênicos, pelo complexo ciclina E/CDK, independente de 
estímulos miogênicos (Sherr, 1996).  
Os complexos ciclina A/CDKs e B/CDKs promovem a manutenção da 
fosforilação de Rb durante todo o ciclo celular (Sherr, 1996). A ciclina A foi 
caracterizada pela sua importância na progressão do ciclo na fase tardia da transição 
G1/S (Sherr, 1996) e durante a transição S/G2 (Malumbres & Barbacid, 2009). Esta 
ciclina fosforila CDK2 no início da fase G2 e CDK1 no final da intérfase, facilitando a 
entrada da célula na mitose. Em seguida, ciclina A é degradada, o que estimula a 
formação do complexo ciclina B/CDK1, responsável pela passagem da célula pela 
mitose (Malumbres & Barbacid, 2009).  
A ativação das CDKs pode ser inibida pelas proteínas inibidoras de CDKs 
(CKIs) (Elledge & Harper, 1994), sendo que há dois tipos de CKIs (Sherr & Roberts, 
1999). Os membros da família INK4 (INK4A ou p16, INK4B ou p15, INK4C ou p18 e 
INK4D ou p19) são responsáveis pela inibição da atividade de CDK4 e 6, pois 
impedem a ligação com as ciclinas D; já os membros da família WAF1/KIP (WAF1 ou 
p21, KIP1 ou p27, KIP2 ou p57) inibem os complexos ciclina E/CDK2, ciclina A/CDK2 
e ciclinas D/CDK 4 e 6 (Figura 2) (Malumbres & Barbacid, 2001). 
 Se algum problema for detectado no checkpoint G1/S, haverá ativação de uma 
proteína extremamente importante – produto do gene p53 – com o intuito de reparar o 






Figura 2. Vias de controle do ciclo celular. Representação das vias de controle do ciclo celular p53 e 
p16/Rb. As setas indicam efeitos positivos e as barras em T indicam efeitos negativos (modificado de 
Sherr, 1996).   
 
 
1.3 - Checkpoint G1 
 
A resposta dominante ao dano no DNA durante a fase G1 corresponde à 
ativação do checkpoint G1/S, cuja principal via de ação é ATM (ATR) / Chk2 (Chk1) / 
p53-MDM2-p21. A ativação desta via induz a parada do ciclo celular em G1 (Kastan & 
Bartek, 2004). 
As moléculas ATR e ATM são membros da família das proteínas relacionadas 
com quinase fosfatidilinositol (PIK) e são ativadas após diferentes tipos de estresse 
genotóxico. A principal função de ATM e ATR consiste em traduzir e ampliar a 
sinalização ao dano no DNA por meio da ativação das serina/treonina quinases Chk2 
e Chk1. A proteína Chk2 é relativamente estável e pode ser ativada durante todo o 
ciclo celular. A ativação da via ATM-Chk2 está relacionada com quebra de DNA dupla 
fita. Já a proteína Chk1 é uma molécula instável, sendo que sua expressão está 
restrita as fases S e G2 e parece ser regulada por E2F. A via ATR-Chk1 é ativada 
quando ocorre parada da forquilha de replicação induzida, por exemplo, por luz UV.  
(Bartek et al., 2001). A expressão de ATM e Chk2 é relativamente constante durante 
todo ciclo celular, sendo que a concentração de ATR e Chk1 é baixa do início até a 
metade da fase G1. A atividade destas proteínas se torna importante próximo da 




ATM/ATR diretamente fosforila o fator de transcrição p53 em seu domínio de 
transativação N-terminal (TAD), mais precisamente na serina 15, em humanos, que 
equivale à serina 18 em camundongos (Kastan & Bartek, 2004). A fosforilação de 
serina e treonina no TAD é fundamental para a estabilização e ativação de p53, pois 
impede a ligação de MDM2 (Toledo & Wahl, 2006). A proteína MDM2 é uma ubiquitina 
ligase que interage com p53 e promove sua degradação via proteassoma (Chen et al., 
2010). Assim, o nível da proteína p53 nas células é finamente regulado por MDM2. A 
treonina 18 e a serina 20 estão no mesmo domínio da serina 15 e são alvos de Chk1 e 
Chk2. Neste contexto, a proteína MDM2, que normalmente se associa à p53 e garante 
a rápida degradação de p53, é alterada após ativação das vias ATM/ATR, o que leva 
ao aumento da atividade do supressor tumoral p53. Um dos alvos chave da ativação 
de p53 corresponde ao promotor de p21WAF1, que apresenta sua atividade alterada 
pela ligação de p53. A associação de p53 ao promotor de p21WAF1 estimula a 
transcrição da proteína p21WAF1 (Kastan & Bartek, 2004).  
A proteína p21WAF1 tem, entre outras funções, a de inibir a atividade dos 
complexos ciclina D-cdks4/6 e ciclina E-cdk2. Quando estes complexos estão inativos, 
não há a fosforilação da proteína Rb, que se mantém associada ao fator E2F. Sem a 
presença do E2F livre, não poderá ocorrer sua ligação com regiões promotoras de 
genes específicos e não haverá a transcrição das proteínas necessárias para a 
passagem da fase G1 para a fase S (Li et al., 2006). Assim, de forma geral, o aumento 
da expressão de p21WAF1 está relacionado com a parada do ciclo celular em G1. A 
proteína p16INK4A também está relacionada com o controle do ciclo celular. Assim, 
p21WAF1 é inibidor de cdks e impede que o complexo ciclina D-cdks4/6 fosforile a Rb (Li 
et al., 2006). 
 
 
1.4 - Proteína p53 e o melanoma 
 
 Alguns estudos realizados com camundongos e linhagens humanas 
identificaram funções autônomas para os diferentes domínios da proteína p53. A 
região N-terminal é responsável por ativar a transcrição de outros genes além de ser 
alvo de fosforilação de diversas quinases que alteram a estabilização de p53. A região 
central, que corresponde ao domínio conservado, é responsável pela ligação de p53 
ao DNA, enquanto que a região C-terminal corresponde ao local no qual p53 se 
associa com outras moléculas de p53 para a formação de tetrâmeros. Por meio dos 




C-terminal, p53 se liga ao DNA de forma inespecífica (Wang et al., 1995). Assim, 
foram atribuídos cinco domínios à proteína p53: domínio de transativação N-terminal, 
domínio rico em prolina, domínio de ligação ao DNA, domínio de tetramerização e 
domínio C-terminal (Toledo & Wahl, 2006). 
    A proteína p53 é conhecida como guardiã do genoma, uma vez que possui 
habilidade de integrar sinais que controlam sobrevivência e morte celular. A ativação 
de p53, dada a partir de vários tipos de estresse celular, incluindo danos no DNA e 
superexpressão de oncogenes, pode promover a parada transitória do ciclo celular ou 
ainda, se o dano for irreversível, induzir apoptose. Todos estes mecanismos visam 
impedir a geração de células geneticamente alteradas (Stiewe, 2007). A importância 
de p53 pode ser evidenciada pelo fato de que um a cada dez promotores de genes 
humanos contém sítios de ligação para esta proteína, sendo alguns 
transcricionalmente ativados, como p21WAF1 e outros transcricionalmente reprimidos, 
como dnmt1 (Lin et al., 2010; Peterson, et al., 2003). Os genes submetidos ao controle 
de p53 estão envolvidos com o ciclo celular, angiogênese, reparo do DNA, replicação, 
transcrição e apoptose (Estève et al., 2005).  
Os melanócitos são responsáveis pela síntese de melanina, processo bastante 
tóxico no qual há liberação de grande quantidade de radicais livres. Para permitir a 
sobrevivência nestas condições, os melanócitos desenvolveram maior resistência à 
resposta de apoptose mediada por p53 após exposição à luz UV (Box & Terzian, 
2008). Os melanócitos também expressam maiores quantidades de BCL2, inibidor da 
proteína pró-apoptótica BAX, que por sua vez é ativada por p53 (Nishimura et al., 
2005). Os melanócitos são, portanto, células extremamente resistentes e sua 
capacidade intrínseca de evadir mecanismos apoptóticos pode estar relacionada com 
a inerente resistência do melanoma a quimioterapias (Soengas & Lowe, 2003). 
 A maioria dos supressores tumorais é silenciada em células neoplásicas por 
diferentes tipos de mutação. No caso da proteína p53, o principal tipo de mutação 
observada é a mutação de sentido trocado (cerca de 80% das mutações em p53 são 
do tipo de sentido trocado), no qual ocorre a alteração pontual de um determinado 
nucleotídeo por outro, resultando em um códon que codifica um aminoácido distinto e, 
em grande parte, uma proteína com novas características. Assim, mutação em p53 
pode conferir aumento de sua estabilidade, com consequente aumento de sua meia 
vida; pode gerar um dominante negativo, que impede a função da proteína wild type e, 
ainda, pode determinar ganho de função, geralmente associada com o 
desenvolvimento do câncer e com metástase (Lozano, 2007). Cerca de 50% de todos 




abrangem os exons 5, 6, 7 e 8 (Benjamin et al., 2008). Apesar de se verificar que p53 
está mutado em grande parte dos tumores, no melanoma tal fato não é observado. 
Desta forma, outros eventos estão relacionados com a inativação de p53 no 
melanoma (Box & Terzian, 2008). Modificações nos componentes epigenéticos, assim 
como no perfil de expressão dos miRNAs, podem contribuir com a inativação de p53 
no melanoma, uma vez que tanto a maquinaria epigenética, como estas pequenas 
moléculas reguladoras apresentam-se alteradas durante a progressão do melanoma.  
 
  
1.5 - Epigenética 
 
O câncer é uma doença que se desenvolve a partir de mudanças dinâmicas 
que ocorrem no genoma de uma célula. As células tumorais não estão sob o controle 
das vias que governam a proliferação celular normal. Durante o processo de 
transformação maligna, as células se tornam auto-suficientes na produção de sinais de 
proliferação e são capazes de se duplicar indefinidamente (Hanahan & Weinberg, 
2000). Segundo a visão clássica sobre a transformação maligna, o acúmulo de 
anormalidades genéticas é o principal responsável pelo desenvolvimento e progressão 
neoplásica. No entanto, alterações epigenéticas também desempenham papel crítico 
neste processo (Baylin & Ohm, 2006). Atualmente, variações no padrão epigenético 
têm sido observadas em virtualmente todos os tipos de câncer (Ting et al., 2006). 
Os eventos epigenéticos regulam a atividade e a herança gênica independente 
da seqüência de nucleotídeos do DNA (Baylin et al., 2001; Das & Singal, 2004). 
Portanto, a informação contida no DNA também se encontra nas entrelinhas da 
organização de sua estrutura. Os principais eventos epigenéticos descritos 
correspondem a modificações que ocorrem no próprio DNA e a alterações que se 
processam na compactação deste polímero (Rothhammer & Bosserhoff, 2007).  
A metilação do DNA representa a única modificação covalente que ocorre 
nesta molécula e está relacionada com a inibição da transcrição do gene (McCabe et 
al., 2005). As modificações nas histonas comprometem a compactação dos 
nucleossomos. Este “código de histonas” determina a acessibilidade da maquinaria 
que regula a transcrição gênica ao DNA, podendo facilitar, dificultar e até mesmo 
impedir que um determinado gene seja expresso (Fischle et al., 2003). As 
modificações das histonas se processam em sua cauda N-terminal localizada fora do 
complexo do nucleossomo e estas correspondem a alterações epigenéticas 




(Rothhammer & Bosserhoff, 2007). O remodelamento da cromatina também é 
importante na regulação da expressão gênica. Na forma de eucromatina, o DNA se 
torna mais acessível a fatores de transcrição, ao passo que na forma de 
heterocromatina, a transcrição é dificultada (Ting et al., 2006). 
Apesar das modificações em histonas e a metilação do DNA serem 
mecanismos bastante correlacionados, ainda não está definido qual dos dois 
processos seria o primeiro ou principal evento epigenético que promove a repressão 
da transcrição de genes durante a tumorigênese. A metilação do DNA é o evento 
epigenético melhor caracterizado (Valinluck et al., 2004; Rodin, Parkhomchuk & Riggs, 
2005), podendo ser influenciado por vários fatores interligados, genéticos ou não, que 
incluem desde mutações somáticas até alterações na atividade de enzimas que 
catalisam as reações de transferência de grupamentos metila.  
Nas células normais, os promotores da maioria dos genes se localizam em 
regiões de eucromatina e se encontram desmetilados. Em contraste, elementos 
repetitivos do DNA e regiões pericentroméricas estão situados em locais de 
heterocromatina e estão predominantemente metilados (Ting et al., 2006). Nas células 
tumorais, o padrão encontrado é justamente o oposto, verificando-se a hipometilação 
global do DNA, ao mesmo tempo em que se observa a hipermetilação de regiões 
promotoras específicas (Jones & Baylin, 2002).  
O acúmulo de alterações genéticas e epigenéticas em protooncogenes e em 
genes supressores de tumor desempenha papel fundamental na neoplasia 
(Blagosklonny, 2005). A hipermetilação ocorre em regiões promotoras de genes 
relacionados ao desenvolvimento, genes supressores de tumor, genes de reparo do 
DNA, genes de controle do ciclo celular, ou seja, em elementos críticos que quando 
desregulados corroboram com o desenvolvimento e a progressão do tumor (Ting et al., 
2006). Em diversos tipos de câncer, muitos destes genes encontram-se 
simultaneamente silenciados por processos epigenéticos e, de fato, a perda de função 
destes genes é, muitas vezes, devido a alterações epigenéticas e não genéticas 
(Baylin & Ohm, 2006; Jones & Baylin, 2002). A hipometilação pode levar à ativação da 
transcrição de protooncogenes, retrotransposons e sequências retrovirais 
normalmente silenciados em células normais. Além disso, a hipometilação de 
sequências repetitivas de DNA pode contribuir com a instabilidade cromossômica 







1.6 - Metilação do DNA 
 
A presença de citosinas metiladas foi primeiramente identificada em DNA de 
organismos complexos (Luczak & Jagodzinski, 2006). A metilação é um processo no 
qual um grupamento metila é transferido para a base nitrogenada do nucleotídeo. Há 
três tipos de metilação de bases conhecidas, sendo a mais comum aquela cujo 
grupamento metila é transferido ao carbono 5´ do anel pirimidínico de uma citosina. 
Em mamíferos, a citosina metilada corresponde quase que exclusivamente àquela que 
antecede uma guanina, ou seja, ocorre em dinucleotídeos CpG (citosina-fosfato-
guanina). A reação de metilação é catalisada por enzimas denominadas DNA 
metiltransferases, sendo que a molécula doadora do grupamento metila é a S-
adenosil-L-metionina (Siedlecki & Zielenkiewicz, 2006).   
A presença de 5mCpG no genoma está relacionada com a condensação da 
cromatina, estabilização de cromossomos, estabilidade genômica, silenciamento do 
cromossomo X em fêmeas, imprinting e silenciamento de genes tecido-específicos 
(Luczak & Jagodzinski, 2006). Tais eventos demonstram como a herança epigenética 
controla diversos mecanismos fisiológicos que ocorrem em uma célula (Zukiel et al., 
2004; Feinberg & Tycko, 2004).  
Os dinucleotídeos CpG não estão distribuídos aleatoriamente no genoma, há 
regiões contendo grande número destes dinucleotídeos e estas são conhecidas como 
ilhas CpG1. O genoma humano apresenta 29000 ilhas CpG, sendo que 
aproximadamente 50% dos promotores de genes apresentam esta organização (Das 
& Singal, 2004). Portanto, o status de metilação funciona como um importante 
interruptor que permite ou inibe a transcrição gênica (Zukiel et al., 2004). 
As enzimas que metilam o DNA apresentam um papel crucial na regulação 
epigenética da expressão gênica. Alterações na atividade e na expressão destas 
moléculas estão fortemente relacionadas com a transformação maligna da célula; no 
entanto, ainda é pouco conhecida a maneira como as DNA metiltransferases são 
reguladas (Luczak & Jagodzinski, 2006).   
Os análogos de pirimidina, 5-azacitidina e seu deoxi derivado, 5-aza-2‟-
deoxicitidina, são inibidores da metilação que promovem a reativação de genes 
epigeneticamente inativados tanto in vivo quanto in vitro (Daskalakis et al., 2010). 
Estas moléculas são incorporadas na fita de DNA recém sintetizada, no lugar da 
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citidina, durante o processo de mitose. 5-azacitidina e 5-aza-2‟-deoxicitidina se 
associam covalentemente às metiltransferases no momento em que essas copiam o 
padrão de metilação da fita mãe para a fita filha, e por isso, impedem que as 
metiltransferases sejam liberadas para metilar outros alvos. Tal mecanismo promove a 
diminuição da disponibilidade destas enzimas nas células contribuindo com 
hipometilação progressiva do DNA (Egger et al., 2004). Como foi demonstrada a 
eficácia destas drogas em testes clínicos, estas já são utilizadas em tratamentos 
contra síndromes mielodisplásicas (Fandy, 2009). No entanto, a eficiência de 5-
azacitidina e 5-aza-2‟-deoxicitidina no tratamento de tumores sólidos ainda é bastante 
limitada, devido principalmente às baixas doses utilizadas, consequência de sua alta 
toxicidade. Recentes testes clínicos investigam novas concentrações destas drogas, 
novas vias de administração e a combinação com outros agentes como os inibidores 
de histona deacetilases (HDACi) na tentativa tornar o uso destas drogas no tratamento 
de tumores sólidos viável (Daskalakis et al., 2010). A tricostatina A (TSA) é um inibidor 
de histona deacetilases extramamente potente, pertence ao grupo dos ácidos 
hidroxâmicos e é ativo, in vitro, em concentrações muito baixas (nanomolar) (Taddei et 
al., 2005). A TSA se liga nas enzimas histona deacetilases, inibindo-as. Esta 
associação promove uma condição estável na qual genes reprimidos voltam a ser 
expressos. Por tanto, a combinação do tratamento com 5-azacitidina ou 5-aza-2‟-
deoxicitidina e TSA, visa reverter a expressão de genes silenciados em diferentes 
neoplasias de maneira mais eficiente, além de abranger maior espectro de genes 
silenciados por mecanismos epigenéticos uma vez que agem tanto na metilação do 
DNA quanto no código de histonas. 
 
 
1.7 - DNA metiltransferases (DNMTs) 
  
A família das DNMTs é constituída por cinco enzimas: DNMT1, DNMT2, 
DNMT3a, DNMT3b e DNMT3L (Bestor, 2000). Destas moléculas, apenas as DNMT1, 
DNMT3a e DNMT3b são capazes de catalisar a metilação do DNA. A perda em 
homozigose destas enzimas é letal em camundongos, demonstrando a importância 
das mesmas na embriogênese (Brown & Strathdee, 2002).  
 A DNMT1 também é conhecida como DNA metiltransferase de manutenção. 
Esta enzima apresenta grande afinidade por DNA hemimetilado. É por meio da 
atividade desta molécula que se conserva o padrão de metilação do DNA nas células 




Após a fusão das células gaméticas ocorre uma onda de desmetilação intensa 
em todo genoma (Kato et al., 1999; Hajkova et al., 2002). O novo padrão de metilação 
é então restabelecido pela ação das DNMT3a e 3b e por esta razão elas foram 
classificadas como DNA metiltransferases de novo (Luczak & Jagodzinski, 2006). 
Estas enzimas são intensamente expressas em células embrionárias, raramente em 
células somáticas diferenciadas e geralmente apresentam expressão alterada em 
tumores (Ulrey et al., 2005).  
Apesar da classificação das DNMTs como metiltransferases de manutenção e 
de novo, tanto as DNMT3a e 3b possuem atividade basal de DNA metiltransferase de 
manutenção, quanto a DNMT1, de metiltransferase de novo (McCabe et al., 2005). 
 As DNMT1, 3a e 3b apresentam um domínio catalítico C-terminal e um domínio 
regulatório N-terminal separados por uma região rica em repetições Gly-Lys. Os 
domínios regulatórios da DNMT1 e da DNMT3 não apresentam homologia, o que 
poderia explicar as diferentes funções desempenhadas por elas. Além disso, a 
atividade catalítica da DNMT1 depende da interação entre a região C e N-terminal e tal 
fato não é observado nas DNMTs 3a e 3b. Esta singularidade revela que estas 
proteínas provavelmente são reguladas por mecanismos distintos (Luczak & 
Jagodzinski, 2006). 
A DNMT2 possui apenas o domínio catalítico. Ela é considerada a enzima que 
mais se assemelha com as DNA metiltransferases de procariotos, sendo a mais 
simples de todas as DNMTs. Pouco se sabe sobre a sua função (Attwood et al., 2002), 
no entanto sugere-se que esta pode estar envolvida com a metilação de tRNA (Goll et 
al., 2006). A DNMT3L apresenta domínio catalítico e domínio regulatório, no entanto, 
não é capaz de catalisar a metilação do DNA. Esta parece regular as de novo 
metiltransferases ligando-se à porção C-terminal destas enzimas e aumentando a 
atividade catalítica das mesmas (Suetake et al., 2004). 
 
 
1.8 - DNMT1 e sua regulação  
  
A proteína DNMT1 de mamíferos é constituída por 1620 aminoácidos e 
apresenta afinidade 5 a 30 % maior por DNA hemimetilado do que por DNA não 
metilado (Jeltsch, 2006; Siedlecki & Zielenkiewicz, 2006). A estrutura da DNMT1 
revela que o gene que codifica esta proteína foi formado pela fusão do gene da DNMT 
de procariotos com genes de mamíferos que transcrevem proteínas que apresentam 




desta proteína: DNMT1o, encontradas nos oócitos em desenvolvimento, DNMT1p, 
presentes na fase de paquíteno da divisão celular de espermatozóides e DNMT1s, 
expressas em células somáticas. 
A DNMT1 metila precisamente a fita filha segundo o molde da fita mãe. Esta 
enzima se associa ao antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) que atua na 
forquilha de replicação (Leonhardt et al., 1992). O domínio N-terminal da DNMT1 é 
responsável pela interação desta proteína com o DNA e pela distinção do DNA 
hemimetilado do não metilado. Este domínio facilita a interação da DNMT1, além de 
promover o reconhecimento de seqüências específicas do DNA (Siedlecki & 
Zielenkiewicz, 2006). O domínio N-terminal pode interagir com diversas proteínas além 
do PCNA: histona deacetilases (HDAC), Rb, E2F e proteína 1 associada à DNA 
metiltransferase (DMAP-1) (Chuang et al., 1997; Esteve et al., 2005; McCabe et al., 
2005; Peterson et al., 2003; Pradhan & Kim, 2002). Estas interações estabelecem 
ligação entre metilação do DNA, deacetilação de histonas e vias do ciclo celular, três 
eventos que freqüentemente estão alterados no câncer (Siedlecki & Zielenkiewicz, 
2006). Além disso, a interação da DNMT1 com diversas proteínas que inibem a 
atividade de promotores sugere que esta metiltransferase é também um elemento 
crucial na transcrição de complexos de supressores transcricionais (Turek-Plewa & 
Jagodzinski, 2005). Ainda no domínio N-terminal são encontradas as seqüências que 
determinam a localização desta enzima no núcleo (Jeltsch, 2006). O domínio C-
terminal das DNMT1 é extremamente conservado desde bactérias, fungos, plantas até 
mamíferos e é neste domínio que se encontra toda a região catalítica da enzima 
(Pradhan & Esteve, 2003). 
A metilação aberrante do DNA é a lesão molecular mais comum em células 
tumorais (Esteller, 2005) e, por esta razão, é fundamental que os mecanismos de 
regulação da atividade das DNMTs sejam entendidos.  
 Apesar de elucidado o modo como as DNMT1 catalisam as reações de 
metilação do DNA que ocorrem nas células, o controle da atividade da DNMT1 ainda 
permanece um enigma. De uma maneira geral, as DNMT1 são super-reguladas por 
oncogenes e sub-reguladas por supressores tumorais (Sun et. al., 2007). No entanto, 
poucos detalhes destes processos foram estabelecidos. 
 Em alguns trabalhos é sugerido que componentes do ciclo celular possam 
regular a atividade e/ou a expressão da DNMT1. Peterson e colaboradores (2003) 
demonstraram que a proteína p53 pode se associar ao gene DNMT1 e inibir sua 
transcrição. Tais pesquisadores verificaram que a perda de função de p53 promove o 




padrão aberrante de metilação do DNA. Estève e sua equipe (2005) mostraram que a 
ligação da proteína p53 à proteína DNMT1 modula a atividade de metiltransferase 
desta última e promove a repressão transcricional dos genes cujos promotores 
apresentam sítio de ligação à p53. Em experimento no qual o DNA genômico foi 
utilizado como substrato para a DNMT1 na presença ou ausência de p53 purificado, 
eles observaram um aumento na incorporação de grupamento metila na presença de 
p53 quando o DNA genômico de células de carcinoma mamário MCF-7 foi utilizado 
como substrato, comparado com a incorporação do grupamento metila ao DNA 
quando o genoma de bactéria, que não apresenta genes que são controlados por p53, 
foi utilizado como substrato. 
 Pradhan e Kim (2002) determinaram por ensaios de imunoprecipitação que a 
proteína Rb interage com a proteína Dnmt1 independente de seu estado de 
fosforilação. Neste trabalho, os pesquisadores demonstraram que a superexpressão 
de Rb está relacionada com hipometilação genômica. McCabe e equipe (2005) 
observaram que mutações na região consenso para E2F no promotor da DNMT1 
resulta em alterações na expressão desta enzima e tal fato demonstra a importância 
da via de Rb/E2F na regulação da transcrição da DNMT1. Chuang e colaboradores 
(1997) verificaram que como o supressor tumoral p21WAF1 também se associa ao 
PCNA, ele é capaz de regular a interação entre PCNA e DNMT1 e, assim, interferir na 
metilação do DNA.  
Visto que a metilação do DNA é essencial nos processos fisiológicos da célula 
e que alterações neste evento podem levar à transformação maligna, é fundamental 
elucidar como as DNA metiltransferases estão sendo reguladas. 
 
 
1.9 - miRNAs 
 
 Os RNAs não codificantes ou não mensageiros são moléculas de RNA que tem 
função estrutural, enzimática e reguladora. Entre aquelas com atividade reguladora 
estão os miRNAs, que correspondem a RNAs muito pequenos, constituídos por 19 a 
25 nucleotídeos (Bartel, 2004). O primeiro miRNA foi identificado em 1993, quando um 
pequeno RNA codificado a partir do locus lin-4 foi associado com o processo de 
desenvolvimento do nematoda  Caenorhabditis elegans, por meio da regulação da 
expressão da proteína lin-14 (Lee et al., 1993). Na época, a comunidade científica não 
deu muita atenção para tal achado; apenas alguns anos depois, quando esta pequena 




humanos, é que maiores estudos sobre sua função foram realizados. Atualmente 
sabe-se que os miRNAs são extremamente conservados entre diferentes espécies, 
apresentam expressão tecido-específico e participam da regulação de diversas vias 
celulares que incluem desenvolvimento, proliferação e diferenciação (Iorio et al., 
2010).  Embora a importância dos miRNAs já tenha sido descrita, pouco se sabe sobre 
os mecanismos moleculares pelos quais estas moléculas reconhecem e regulam seus 
alvos (Brennecke et al., 2005). 
Os miRNAs são capazes de ligar em seus RNAs mensageiros (mRNA) alvos e 
inibir sua estabilidade e/ou tradução. O modo mais comum da regulação mediada 
pelos miRNAs já descrita é por meio da associação da região da semente do miRNA 
(nucleotídeos 2-7 do miRNA) com a região 3‟ não traduzida (3‟ UTR) do mRNA alvo 
(Lewis et al., 2003). Este tipo de associação entre os miRNAs e o mRNA alvo 
juntamente com o fato de que os miRNAs se ligam em sequências conservadas são 
utilizadas como parâmetro para o desenvolvimento de algoritmos que permitem a 
predição dos mRNA alvos dos miRNAs. No entanto, ainda não é conhecida a 
proporção dos miRNAs que interage com seus alvos segundo estas normas e a 
quantidade de miRNAs que reconhecem regiões do mRNA que não compreende a 
região 3‟ UTR, não seguindo a regra da associação somente pela região da semente e 
em sequências conservadas. De fato, já foi demonstrado que o miRNA também pode 
inibir a tradução do mRNA por meio de sua a ligação com a região 5‟ UTR (Orom & 
Lund, 2010). 
Estima-se que cada miRNA tenha muitos alvos e que cada mRNA possa ser 
regulado por mais de um miRNA (Rajewsky, 2006; Lim et al., 2005). Em vertebrados, 
cada miRNA pode se ligar em pelo menos 200 genes alvos, e por sua vez cada gene 
apresenta sítios de ligação para diferentes miRNAs (Krek et al., 2005). Potencialmente 
os miRNAs podem regular a expressão de 1/3 dos mRNAs (Krek et al., 2005) em 
humanos e ainda alguns estudos sugerem que aproximadamente 30% dos genes que 
codificam proteínas são regulados por pelo menos um miRNA (Bartel, 2004). Desta 
forma, a associação entre miRNA e mRNA estabelece um novo tipo de regulação pós-
transcricional.  
Os genes que codificam os miRNAs correspondem a 1% do DNA genômico. A 
maioria dos genes de miRNAs aparecem isolados e são expressos sob controle de 
seus próprios promotores e sequências reguladoras. Outros genes de miRNAs estão 
arranjados em clusters e podem ser co-regulados por outros membros do cluster. A 
biogênese dos miRNAs se dá em duas etapas. Inicialmente há transcrição, pela 




microRNA primário (pri-miRNA).  O pri-miRNA é processado no núcleo pela enzima 
Drosha, membro da família da RNase III, e pela DGCR8, que é uma proteína que 
apresenta domínio de ligação ao RNA dupla fita, dando origem ao pré-microRNA (pré-
miRNA), constituído por cerca de 70 nucleotídeos. Na segunda etapa, o pré-miRNA é 
transportado para o citoplasma, onde sofre a ação da Dicer (outro membro da família 
da RNase III). O miRNA maduro se associa ao complexo enzimático RISC que o 
direciona ao alvo – o mRNA. A interação miRNA e mRNA é dada por 
complementaridade de bases que pode ser parcial, o que resulta no impedimento da 
transcrição do RNA, ou total, o que sinaliza para a degradação do mesmo (Bartel, 
2004). 
 Mais de 700 miRNAs humanos foram descritos e 547 para comundongos (Yu 
et al., 2010) sendo que estes regulam diversos processos como diferenciação celular, 
morfogênese de órgãos, apoptose e ainda podem ser utilizados como moléculas de 
comunicação intercelular, onde a célula doadora modula indiretamente a regulação 
gênica da célula receptora. Além disso, os miRNAs promovem um balanço delicado 
entre diversas reações celulares e, desta maneira, a célula pode responder 
diferencialmente a alterações ambientais, como estresse celular (Marsit et al., 2006) e 
hipóxia (Kulshreshtha et al., 2007).  
 
 
1.10 - miRNAs e o câncer  
  
A primeira evidencia da existência de correlação entre os miRNAs e câncer foi 
estabelecida por Calin e colaboradores (2002) (Iorio et al., 2010). Estes pesquisadores 
verificaram que os miR-15a e miR-16-1 são transcritos a partir da região 13q14 que 
normalmente encontra-se deletada em pacientes com leucemia linfocítica crônica 
(CLL) (Calin et al., 2002). A partir destas observações, diversos genes que codificam 
os miRNAs foram mapeados. Determinou-se que estes normalmente estão localizados 
em regiões do genoma associadas com câncer (CAGRs), incluindo regiões de 
amplificação, regiões com perda de heterozigose, regiões comuns de quebra perto ou 
dentro de sequências que codificam oncogenes e supressores tumorais e regiões de 
sítio frágeis (Calin et al., 2004). Além disso, estudos do perfil de expressão de miRNAs 
revelaram a presença de expressão aberrante destas pequenas moléculas em 
virtualmente todos os cânceres humanos. Assim, estabeleceu-se que alterações na 
expressão dos miRNAs em diferentes tipos tumores não corresponde a casos isolados 




participam da transformação maligna das células (Iorio et al., 2010). Como alterações 
no perfil de miRNAs têm sido observadas em diferentes tipos de câncer, este novo 
padrão tem sido proposto como método para classificar as neoplasias (Lu et al., 2005; 
Volinia et al., 2006).      
No câncer, é observado tanto aumento quanto diminuição da expressão de 
determinados miRNAs (Lu et al., 2005). Os miRNAs cuja expressão aumenta em 
tumores e cujo alvo é um supressor tumoral podem ser considerados oncogenes. 
Estes miRNAs oncogênicos, chamados “oncomiRs”, são capazes de promover o 
crescimento tumoral ao regular negativamente o nível de proteínas supressoras 
tumorais. Por outro lado, miRNAs que são regulados negativamente em tumores, 
incapazes de inibir a expressão de seus alvos com função oncogênica, são 
classificados como supressores tumorais (Molnar et al., 2008). 
Estudos demonstraram que a metilação do DNA e modificações em histonas 
podem alterar o padrão de expressão dos miRNAs (Saito et al., 2006; Scott et al., 
2006; Toyota et al., 2008). Assim, os mecanismos epigenéticos podem, pelo menos 
em parte, explicar alteração do perfil de expressão dos miRNAs em células 
transformadas (Lujambio & Esteller, 2009). Os primeiros trabalhos demonstrando que 
miRNAs sofrem regulação epigenética foram feitos com modelos tumorais submetidos 
a tratamentos farmacológicos ou abordagens genéticas para desmascarar miRNAs 
cuja expressão é silenciada por hipermetilação. Até agora, 61 genes de miRNAs 
humanos associados à ilha CpG foram identificados (Lehmann et al., 2008). No 
entanto, a maioria dos estudos sobre o papel dos miRNAs no contexto das neoplasias 
está restrito ao sistema hematopoiético. Os miRNAs que agem como supressores 
tumorais podem ser silenciados por meio de um padrão aberrante de hipermetilação 
(Lujambio et al., 2007). Alguns miRNAs com função de supressor tumoral foram 
descritos como sendo hipermetilados em tumores (Lujambio & Esteller, 2009). A 
hipometilação global do DNA, evento bastante comum no câncer, também está 
relacionada com modificação da expressão dos miRNAs. Foi demonstrado que o gene 
que codifica o miRNA let-7a-3 em humanos está localizado em região de ilha CpG; o 
sequenciamento após tratamento com bissulfito revelou que este gene é densamente 
metilado em tecidos normais, mas se encontra hipometilado em adenocarcinomas. 
Além disso, foi demonstrado que a hipometilação do gene que codifica o miR-let-7a-3 
em linhagens de câncer de pulmão contribui com o desenvolvimento deste tipo de 
tumor (Brueckner et al., 2007).  
Foram identificados também miRNAs envolvidos com metástase, sendo estes 




miRNA envolvido com a capacidade de metastatizar foi o miR-10b. Verificou-se que 
este miRNA é capaz de promover a migração e a invasão de células de câncer de 
mama (Ma et al., 2007). Desde então, outros miRNAs foram descritos como 
envolvidos com metástase. Inversamente, também foram identificados miRNAs que 
podem suprimir a metástase. Foi demonstrado, por exemplo, que os miR-126 e 335 
regulam a proliferação e  a invasão em câncer de mama (Tavazoie et al., 2008). 
Alterações na expressão dos miRNAs pode levar à modificação dos 
componentes do ciclo celular, contribuindo desta forma com a gêneses de diversos 
tipos de câncer. Foram identificados cinco grupos de miRNAs que participam da 
regulação da progressão do ciclo celular por meio de interação direta com mRNAs 
alvos. São estes os clusteres miR-15a/16, miR-17/20, miR-221/222 e as famílias let-7 
e miR-34. O cluster miR15a/16 está associado com o desenvolvimento de CLL e é 
capaz de induzir parada do ciclo por meio da sua associação com ciclina D1, ciclina 
E1, ciclina D3 e Cdk6 (Liu et al., 2008), o cluster 17/20 inibe o crescimento tumoral em 
linhagens de células B (O'Donnell et al., 2005) e de câncer de mama (Yu et al., 2008) 
e está relacionado com o controle da expressão dos genes E2F, c-myc, Rb e ciclina 
D1, sendo relacionado com o controle da transição G1/S e o cluster miR-221/222 
regula a progressão do ciclo celular por meio da ligação de seus componentes  com 
mRNAs de inibidores de Cdks; a expressão ectópica dos miRNAs deste cluster ativa 
Cdk2 e facilita a transição da fase G1/S em linhagens de câncer de mama (Zhao et al., 
2008). Os membros da família let-7 estão relacionados com a repressão de ciclina D1, 
ciclina D3, ciclina A, Cdk4, Cdk6, Cdk8, CDC25A e CCNA2 (Schultz et al., 2008; Mayr 
et al., 2007), enquanto que os membros da família miR-34 são importantes na 
regulação da via de p53 (He et al., 2007). 
 
 
1.11 - Modelo de estudo 
 
Foi estabelecido em nosso laboratório um modelo murino de carcinogênese in 
vitro que favorece especificamente a aquisição de resistência ao anoikis (apoptose 
induzida por perda de adesão ao substrato) por melanócitos imortalizados, porém não 
tumorigênicos (Oba-Shinjo et al., 2006, Campos et al., 2007). Para isto, utilizou-se 
uma linhagem de melanócitos não tumorigênicos, melan-a, derivada de melanoblastos 
epidermais normais de embriões de camundongos C57BL6 (Bennett et al., 1987). As 
condições que favorecem a proliferação da linhagem melan-a assemelham-se àquelas 




estabelecidos, incluindo um pH extracelular baixo e dependência de 12-O-
tetradecanoil forbol-13-acetato miristato (PMA). As células melan-a não formam 
tumores em camundongos singenêicos ou atímicos. Elas retêm todas as 
características de melanócitos normais testadas, exceto a senescência e uma 
resposta proliferativa à toxina do cólera na presença de PMA (Bennett et al, 1987). 
A exposição sequencial das células melan-a a condições de cultura 
independentes de ancoragem resultou no estabelecimento de diferentes linhagens 
celulares (Figura 3). Linhagens celulares obtidas após submeter as células melan-a a 
2, 3 e 4 ciclos de desadesão, denominadas respectivamente 2C, 3C e 4C, tornam-se 
progressivamente mais resistentes ao anoikis, apesar de não serem tumorigênicas in 
vivo. Linhagens celulares obtidas após submeter os esferóides de células 4C à 
diluição limitante tornam-se ainda menos suscetíveis ao anoikis e tumorigênicas in 
vivo. O aparecimento de linhagens resistentes ao anoikis e com a habilidade de formar 
tumores in vivo sugere alterações cumulativas ao longo dos ciclos de bloqueio de 
adesão ao substrato. 
Dados obtidos em nosso laboratório mostram diferenças bastante significativas 
no nível global de metilação do DNA ao longo da transformação maligna dos 
melanócitos melan-a. Observou-se uma progressiva hipometilação global do DNA nas 
linhagens derivadas de melan-a, sendo que as linhagens tumorigênicas apresentam 
maior grau de hipometilação. Foi identificado também hipermetilação regional em 
promotores de genes supressores de tumor, tais como p19ARF e Dapk1 e 
hipometilação em genes como o Timp1 e sequências repetitivas de DNA. 
Considerando as alterações globais e regionais na metilação do DNA observadas, 
este modelo de carcinogênese torna-se ideal para a identificação de componentes do 
ciclo celular que participam de diferentes etapas da progressão do melanoma, para a 
determinação da contribuição da maquinaria epigenética no processo de regulação 
dos componentes do ciclo celular durante a gênese desta neoplasia e para o 
estabelecimento do perfil dos miRNAs envolvidos com o processo de transformação 


























Figura 3. Modelo experimental de transformação de melanócitos induzida por impedimento de 
adesão. Representação esquemática do protocolo experimental que resultou na transformação dos 
melanócitos melan-a. Após bloqueio de adesão ao substrato, as células sobreviventes apresentaram 
morfologia alterada e crescimento independente de PMA, mesmo após um ciclo de desadesão (1C). As 
células de melanoma 4C3+, 4C11+, Tm1 e Tm5, por exemplo, são mais agressivas (metastáticas) que as 
células de melanoma 4C11- e 4C3- (não metastáticas). Já as células 1C, 2C, 3C e 4C, células melan-a 
submetidas, respectivamente, a 1, 2, 3 e 4 ciclos de bloqueio de ancoragem, não são tumorigênicas. 
 
 
     Objetivo 
24 
 
2 - OBJETIVOS 
 
 
2.1 - Objetivo geral 
 
Este trabalho objetiva identificar componentes do ciclo celular alterados ao 




2.2 - Objetivos específicos 
 
Identificar se a expressão dos componentes do ciclo celular p53, p21waf1, Cdk4 
e cidlina D1 está alterada ao longo da gênese do melanoma. 
Analisar se os componentes da maquinaria epigenética estão envolvidos na 
regulação das moléculas do ciclo celular citadas acima. 
Traçar o perfil de expressão dos miRNAs nas linhagens ma, 4C, 4C11- e 
4C11+, identificando miRNAs alterados progressivamente ao longo do processo de 
transformação maligna dos melanócitos ma. 
Identificar os  miRNAs que possuem a capacidade de regular os componentes 
do ciclo celular e estabelecer se estes também são alvos de regulação epigenética. 
Verificar se a proteína p53 pode regular a expressão da enzima dnmt1. 






3.1 - Cultura de células  
 
As linhagens melan-a (ma), 4C, 4C11- e 4C11+ foram cultivadas em 
monocamadas em placas de cultura de 100 mm de diâmetro (Sarstedt AG & Co. – 
Nümbrecht, Alemanha) em 7 ml de meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute)  
(Gibco – Califórnia, USA) pH 6,9, contendo 5% de soro fetal bovino (SFB) (Sigma-
Aldrich Co. – Missouri, EUA). A linhagem melan-a foi cultivada também na presença 
de 200 nM de phorbol miristato acetato (PMA) (Sigma-Aldrich Co. – Missouri, EUA), 
exceto quando indicado. As placas de cultura foram mantidas em estufa (NuAire 
Laboratory Equipment Supply. – Minnesota, EUA) a 37ºC em atmosfera contendo 5% 
de CO2.  
As culturas foram repicadas sempre que necessário; geralmente em condições 
de 80% de confluência. Para tal, descartava-se o meio da placa, lavavam-se as 
células com 7 ml de tampão fosfato salino (PBS) e acrescentava-se 1 ml de solução 
de tripsina (0,2% de tripsina e 0,02% versene) (Instituto Adolfo Lutz – São Paulo, 
Brasil). Em seguida, descartava-se a tripsina e a placa era gentilmente agitada até que 
todas as células se desprendessem do plástico. As células eram então 
ressuspendidas em meio RPMI contendo 5% de SFB.    
Para o congelamento das linhagens, as células foram lavadas com 7 ml de 
PBS, tripsinizadas (conforme descrito acima), ressuspendidas em 5 ml de meio RPMI 
com 5% de SFB em tubo de 15 ml (Sarstedt AG & Co. – Nümbrecht, Alemanha) e 
centrifugadas (Centrifuge 5804R/ Eppendorf do Brasil Ltda. – São Paulo, Brasil) a 
2000 rpm, por 3 minutos. Após centrifugação, o sobrenadante era descartado, as 
células, ressuspendidas em 500 μl de SFB contendo 10% de DMSO (Merck – 
Darmstadt, Alemanha) em tubos de congelamento (Sarstedt AG & Co. – Nümbrecht, 
Alemanha) e armazenadas inicialmente a -70ºC e posteriormente em tanque de N2.   
Para cultivo das células em condições de desadesão ao substrato, placas de 
150 mm de diâmetro foram revestidas com uma fina película de 1% de agarose 
(Invitrogen – Califórnia, EUA) em H2O destilada e deionizada; 5x10
6 células por placa 
foram ressuspendidas em 30 ml de meio RPMI contendo 5% de SFB e mantidas em 
suspensão por diferentes tempos: 1, 3, 5, 24 horas.  
 
 




3.2 - Ensaio de proliferação celular 
 
O 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo tetrazólico (MTT) é uma 
substância solúvel amarela metabolizada nas mitocôndrias. Este composto é reduzido 
em formazan, uma substância insolúvel e de cor púrpura, pela enzima succinil 
desidrogenase mitocondrial (Mosmann, 1983). Assim, como apenas células vivas 
podem metabolizar o MTT, a taxa de proliferação celular (aumento do número de 
células em relação ao tempo) pode ser estimada por meio deste ensaio colorimétrico. 
Para determinar a taxa de proliferação das linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+, as 
células foram cultivadas em placas de 96 poços (Sarstedt AG & Co. – Nümbrecht, 
Alemanha) (2,5x103 células por poço) em 200 μl de meio RPMI com 5% de SFB. 
Como a absorbância foi mensurada em diferentes tempos (T= 0, 3º, 4º e 5º dia), 
utilizou-se uma placa de 96 poços por tempo. Além disso, foram plaqueados oito 
poços para cada uma das linhagens. Assim que as células aderiram ao substrato e 
adquiriram morfologia característica, acrescentaram-se à cultura 20 μl de MTT 
(Calbiochem – Darmstadt, Alemanha) 5 mg/ml, sendo este considerado o tempo 0 (T= 
0). As células foram mantidas em estufa (37ºC e 5% de CO2) por 1 hora. O meio de 
cultura com MTT foi retirado dos poços por meio da inversão da placa e foram 
acrescidos 100 μl de isopropanol (Merck – Darmstadt, Alemanha) em todos os poços. 
Após 15 minutos, a absorbância foi medida em espectrofotômetro (OD = 620 nm) 
(Multiskan EX / Thermo Electron Corp. – Ohio, EUA). No 3º, 4º e 5º dia repetiu-se o 
procedimento. Os valores de absorbância obtidos foram plotados em gráficos de 
barras e apresentados como média + desvio padrão (GraphPad Prism / GraphPad 
Software, Inc. – Califórnia, EUA). A diferença da taxa de proliferação entre as 
linhagens foi analisada por meio do Teste T de Student, para amostras não pareadas.  
 
 
3.3 - Ensaio de citotoxicidade 
 
 Para determinar se as drogas 5-Aza-2‟-deoxicitidina (5AzaCdR) (Calbiochem – 
Darmstad, Alemanha), Tricostatina A (TSA) (Sigma-Aldrich Co. – Missouri, EUA), 
MG132 (Sigma-Aldrich Co. – Missouri, EUA) e a combinação de 5AzaCdR e TSA eram 
tóxicas para as linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+, realizou-se o ensaio de 
citotoxicidade. 
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Para os tratamentos com 5AzaCdR, TSA, e 5AzaCdR + TSA, as células foram 
mantidas em cultura em 100 μl de meio RPMI 10% de SFB, no intuito de estimular a 
proliferação celular. Já para o tratamento com MG132, as células foram cultivadas em 
100 μl de meio RPMI sem SFB e melan-a foi cultivada na ausência de PMA. 
Independentemente da droga utilizada, todas as células foram mantidas em estufa 
com 5% de CO2 e a 37ºC durante todo o tratamento.  
As células foram cultivadas em placas de 96 poços (2,5x104 células por poço). 
Após a adesão e espraiamento das linhagens na cultura, em uma das placas, na qual 
não foi adicionada nenhuma droga, foram acrescentados 10 μl de MTT 5 mg/ml em 
cada poço. Essa placa foi mantida em cultura na estufa (5% de CO2 e a 37ºC) por 1 
hora; em seguida o meio de cultura com MTT foi retirado por inversão da placa e 100 
μl de isopropanol foram acrescentados em cada poço. Depois de 15 minutos, a 
absorbância foi mensurada (OD = 620 nm). A absorbância medida nesta placa 
equivale ao número de células presentes no início do experimento, sendo este 
considerado o tempo 0 (T= 0). Concomitantemente a este processo, trataram-se as 
linhagens com as drogas. Cada tratamento foi realizado em diferentes concentrações 
e por períodos distintos. Para tratamento com 5AzaCdR, foram acrescentados 5, 10 e 
20 μM dessa droga em diferentes poços. O tratamento com 5AzaCdR foi mantido por 
48 horas; 24 horas após o início do tratamento, o meio de cultura com a droga foi 
substituído por meio de cultura fresco com as concentrações de 5AzaCdR 
correspondentes. O tratamento com TSA teve duração de 16 horas. Foram 
adicionados 10, 20 e 40 nM dessa droga em cada poço. O tratamento conjunto com 
estas duas drogas foi realizado com 5, 10 e 20 μM de 5AzaCdR por 48 horas, também 
com renovação do meio e da droga após 24 horas do início do tratamento, seguido do 
tratamento com 40 nM de TSA, por 16 horas. A toxicidade de MG132 foi verificada nas 
concentrações 5, 10, 20, 25 e 50 μM durante o período de seis horas. O ensaio com 
MTT foi realizado depois do fim dos tratamentos. 
Em todas as placas, os controles (células sem tratamento com nenhuma droga) 
foram plaqueados em oito poços para cada linhagem e para todos os tratamentos 
foram plaqueados quatro poços também para cada linhagem.  
Os dados de absorbância foram apresentados em gráficos de barras como 
média + desvio padrão (GraphPad Prism / GraphPad Software, Inc. – Califórnia, EUA) 
e as análises estatísticas foram feitas a partir do Teste T de Student, para amostras 
não pareadas.  
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3.4 - Aquisição de imagens das linhagens celulares  
 
Para análise morfológica das linhagens, as células foram cultivadas conforme 
descrito no item 3.1 até que as culturas atingissem subconfluência (~5x106 células por 
placa). As imagens foram adquiridas em microscópio invertido (Olympus CK40/ 
Olympus Singapore), no qual foi acoplada câmera fotográfica (Olympus DP71/ 
Olympus Imaging America Inc.), com software específico (Image-pro 6.2 / Media 
Cybernetics, Inc. – Maryland, EUA), no aumento de 40x.  
O efeito das drogas 5AzaCdR, TSA e combinação de 5AzaCdR e TSA na 
morfologia das linhagens também foi avaliado. As células foram cultivadas em placas 
de 96 poços em meio RPMI com 10 % de SFB e tratadas com 10 μM de 5AzaCdR por 
48 horas, com reposição do meio e da droga após 24horas do início do tratamento; ou 
com 40 nM de TSA por 16horas; ou com 10 μM de 5AzaCdR por 48 horas, seguido do 
tratamento com 40 nM de TSA por 16 horas. Após 6 horas do início do tratamento, 




3.5 - Ensaio de proliferação celular das linhagens tratadas com agente 
desmetilante e inibidor de histona deacetilases 
 
Para determinar o efeito do tratamento com droga desmetilante e com droga 
que inibe histona deacetilases sobre a taxa de proliferação nas linhagens melan-a, 4C, 
4C11- e 4C11+, realizou-se ensaio de proliferação celular após tratamento das células 
com 5AzaCdR, TSA e combinação de 5AzaCdR e TSA.  
As linhagens foram cultivadas em placas de 96 poços (2,5X103 células por 
poço) em 200 μl meio RPMI contendo 10% de SFB. Após a estabilização das células 
em cultura, quando as mesmas aderem na placa e adquirem conformação 
característica, realizou-se, simultaneamente, ensaio com MTT na placa de 96 poços 
cujas células não foram tratadas com nenhuma droga, e tratamento das demais placas 
de 96 poços com as drogas determinadas. O valor de absorbância mensurado na 
placa de 96 poços, após estabilização das linhagens em cultura, corresponde ao 
número de células plaqueadas antes do início dos tratamentos – tempo -12 antes do 
tratamento.   
Para a realização do ensaio com MTT, foram acrescentados 20 μl dessa 
substância na concentração 5 mg/ml em cada poço. A placa foi mantida na estufa (5% 
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de CO2 e a 37ºC) por 1 hora; em seguida, o meio contendo MTT foi retirado dos poços 
por inversão da placa. Foram adicionados 100 μl de isopropanol e, após 15 minutos, a 
absorbância foi mensurada (OD = 620 nm). 
O tratamento com 5AzaCdR foi realizado com 10 μM da droga por 48 horas; 
depois de 24 horas do início do tratamento, o meio com a droga foi substituído por 
meio fresco com a mesma concentração de 5AzaCdR. As linhagens foram tratadas 
com 40 nM de TSA por 16 horas e o tratamento conjunto com 5AzaCdR e TSA foi 
realizado com 10 μM de 5AzaCdR por 48 horas seguido do tratamento com 40 nM de 
TSA por 16 horas.  
Ao final dos tratamentos, o meio de cultura com as drogas foi substituído por 
meio RPMI com 5% de SFB e, em seguida, foi realizado ensaio com MTT. O valor da 
absorbância nesta leitura correspondente ao número de células presentes na placa ao 
final do tratamento com as drogas – tempo 0 depois do tratamento. A absorbância 
também foi determinada 24, 48, 72 e 96 horas após o tratamento. 
Os dados obtidos foram representados em gráfico como média + desvio padrão 
(GraphPad Prism / GraphPad Software, Inc. – Califórnia, EUA) e as análises 




3.6 - Extratos protéicos 
 
Para análise da expressão protéica de alguns componentes do ciclo celular 
durante a gênese do melanoma e em condições de estresse de bloqueio de 
ancoragem foram preparados três tipos de extratos – total, nuclear e citoplasmático – 
a partir das linhagens celulares melan-a, melan-a D24h, 4C, 4C D24h, 4C11-, 4C11- 
D24h, 4C11+ e 4C11+ D24h. Além disso, foram feitos extratos após tratamento das 
linhagens com 5AzaCdR, TSA, 5AzaCdR e TSA (como descrito no item 3.4) e com 20 
μM de MG132 por 6 horas em meio RPMI sem SFB e melan-a, sem PMA. 
 
 
3.6.1 - Extração protéica total 
 
Dois tipos de extratos protéicos totais foram preparados. Em um deles, as 
células cultivadas em condições de adesão ao substrato foram lavadas com PBS e, 
em seguida, na própria placa de cultura, foram acrescentado 500 μl de tampão de lise 
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I – Tris-HCl 50 mM pH 8 (Invitrogen – Califórnia, EUA), NaCl 150 mM (Merck – 
Darmstadt, Alemanha), NP-40 1% (Amresco – Ohio, EUA), SDS 0,1% (Invitrogen – 
Califórnia, EUA), deoxicolato de sódio 0,5% (Amresco – Ohio, EUA), inibidores de 
proteases leupeptina, pepstatina e aprotinina 1 μg/μl (Sigma-Aldrich Co. – Missouri, 
EUA) e PMSF 10 mM (Amresco – Ohio, EUA). As células foram removidas da placa 
com auxílio de cell scraper (Sarstedt AG & Co. – Nümbrecht, Alemanha) e transferidas 
para microtubos de 1,5 ml (Sarstedt AG & Co. – Nümbrecht,Alemanha). Já as células 
cultivadas em suspensão foram transferidas diretamente para tubos de 50 ml (Sarstedt 
AG & Co. – Nümbrecht, Alemanha), centrifugadas a 2000 rpm por 3 minutos, lavadas 
com PBS e só então 500 μl do tampão de lise I foi acrescentado. Essas foram 
transferidas para microtubos de 1,5 ml. Em seguida, todas as linhagens foram 
incubadas no gelo por 15 minutos. Os extratos foram sonicados por 15 segundos duas 
vezes, na frequência de 20% e armazenados a -20°C.  
Alternativamente, outro protocolo foi utilizado para preparação de extratos 
celulares totais. As células aderidas ao substrato foram lavadas com PBS e 500 μl de 
tampão de lise II – Tris HCl  50 mM pH 7,4, NaCl 100mM, NP-40 0,5%, inibidores de 
proteases leupeptina, pepstatina e  aprotinina 1 μg/μl e PMSF 10 mM – foram 
adicionados na placa de cultura. As células foram removidas da placa de cultura com 
auxílio do cell scraper e transferidas para microtubo de 1,5 ml. Para as linhagens 
cultivadas em suspensão realizou-se o mesmo procedimento descrito acima, porém 
adicionaram-se 500 μl do tampão de lise II. A fração solúvel foi coletada por 
centrifugação a 13000 rpm por 15 minutos, a 4ºC, após incubação dos extratos no 
gelo por 15 minutos. Os extratos foram armazenados a -20ºC. 
 
 
3.6.2 - Extração protéica citoplasmática e nuclear  
 
Para extração protéica da fração nuclear e citoplasmática, as células foram 
lavadas com PBS e acrescentaram-se na placa de cultura 500 μl de tampão de lise 
citoplasmático – Tris-HCl  10 mM pH 7,5, NaCl 10 mM, MgCl2 3 mM (Promega – 
Wisconsin, EUA), NP-40 1%, leupeptina, pepstatina, aprotinina 1 μg/μl e PMSF 10 
mM. As linhagens cultivadas em suspensão foram transferidas para tubos de 50 ml, 
lavadas com PBS e centrifugadas a 2000 rpm por 3 minutos. Em seguida, foram 
acrescentados 500 μl de tampão de lise citoplasmático e as amostras foram 
transferidas para microtubos de 1,5 ml. As linhagens cultivadas em condição de 
adesão ao substrato foram removidas da placa com auxílio de cell scraper e 
     Metodologia 
31 
 
transferidas para microtubos de 1,5 ml. As amostras foram incubadas por 20 minutos 
no gelo. As células foram centrifugadas a 2000 rpm, por 5 minutos, a 4°C. O 
sobrenadante foi coletado e transferido para um microtubo de 1,5 ml. Esta fração 
corresponde ao extrato citoplasmático. O pellet foi lavado uma vez com tampão de lise 
citoplasmático e duas vezes com tampão de lise citoplasmático sem NP-40. Em 
seguida, adicionou-se ao pellet  tampão de lise nuclear – Tris-HCl 10 mM pH 7,4, NaCl 
400 mM, EDTA 1 mM (Sigma-Aldrich Co. – Missouri, EUA), leupeptina, pepstatina, 
aprotinina 1 μg/μl e PMSF 10 mM e este foi incubado por 20 minutos no gelo. Esta 
solução foi sonicada uma única vez, por 15 segundos, na frequência de 20% e 
centrifugada a 11000 rpm, 5 minutos, a 4°C. Os extratos citoplasmáticos e nucleares 
foram armazenados a -20°C.  
 
 
3.7 - Dosagem de proteínas 
 
A quantidade de proteína nos extratos totais, citoplasmáticos e nucleares foi 
mesurada pelo método de Coomasie Blue (Bradford, 1976). Nesse ensaio, o composto 
Comassie Blue interage com as proteínas formando complexos de coloração azul. A 
intensidade da coloração depende da concentração de proteínas na amostra e sua 
quantificação é feita a partir de um espectrofotômetro. 
A cada dosagem, foi feita uma curva padrão com BSA 1 mg/ml (INLAB – São 
Paulo, Brasil) com os pontos: branco (sem BSA), 5, 10, 15 e 20 mg/ml. Assim, 0, 5, 10, 
15, e 20 μl de BSA foram acrescentados em diferentes microtubos de 1,5 ml contendo 
800, 795, 790, 785 e 780 μl de água destilada, respectivamente, e, em seguida, foram 
adicionados 200 μl do reagente concentrado Bio-Rad protein assay dye (Bio-Rad 
Laboratories, Califórnia, EUA).  Para dosagem das amostras, foram adicionados, em 
microtubos de 1,5 ml, 2 μl do extrato protéico, 782 μl de água destilada e 200μl do 
reagente concentrado. Os valores de absorbância obtidos com a curva forneceram 
dados para a determinação de uma equação de primeiro grau (y=ax+b), que foi 
utilizada para estabelecer a concentração dos extratos protéicos. O valor de “y” 
corresponde à absorbância do extrato protéico, “a”, coeficiente angular da reta, “b”, ao 
valor que a curva cruza o eixo y e “x”, a concentração do extrato protéico. Assim, por 
meio desta equação e da leitura da absorbância dos extratos protéicos, foram 
determinadas as concentrações dos mesmos.  
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3.8 - Western Blot 
 
Para verificar a expressão das proteínas p53, p21WAF1 e dnmt1 durante a 
gênese do melanoma foram realizados ensaios de Western Blot. Esse ensaio permite 
a separação de proteínas de uma mistura complexa em gel desnaturante por diferença 
de suas massas e posterior detecção de determinada proteína com o uso de 
anticorpos específicos (Lewis, 1970). 
Após determinação da concentração dos extratos protéicos, acrescentou-se 
tampão de amostra reduzido em 30μg de proteína. As proteínas foram separadas em 
gel desnaturante (SDS-PAGE) contendo 10% de poliacrilamida, sob corrente elétrica 
de 30 mA, em tampão de corrida; em seguida, foram transferidas para membrana de 
PVDF (Bio-Rad Laboratories – Califórna, EUA), durante 1 hora e 30 minutos, sob 
tensão elétrica de 100 V em tampão de transferência.  
Após 1 hora e 30 minutos de bloqueio de sítios inespecíficos com 5% de leite 
desnatado Molico® (Nestlé – São Paulo, SP) em TBS-Tween, a membrana foi 
incubada com o anticorpo primário específico (Quadro 1) diluído em 5% de Molico em 
TBS-Tween, overnight, a 4oC e sob agitação (Rocker II model 260350 / Boekel 
Scientific – Pennsylvania, EUA). A membrana foi lavada com TBS-Tween por 5 
minutos e incubada com o anticorpo secundário conjugado à peroxidase (Quadro 1) 
diluído em 5% de Molico em TBS-Tween, por 1 hora, em temperatura ambiente, sob 
agitação. Em seguida, essa foi lavada por 5 vezes de 10 minutos com TBS-Tween e 
revelada com kit de detecção de quimioluminescência (SuperSignal West Pico 
Chemiluminescent Substrate / Pierce Chemical – Illinois, EUA) em filme para 
autoradiograma (Hyperfilm ECL / General Electric Company - GE do Brasil LTDA – 
São Paulo Brasil). 
A membrana foi reutilizada para determinação da expressão das proteínas que 
foram empregadas como controles de expressão endógena. Assim, essa foi lavada 
com TSB-Tween para remoção dos resíduos do kit de quimioluminescência e mantida 
a 56ºC, por 45 minutos, em tampão Stripping. Após este procedimento, a membrana 
foi bloqueada e incubada com anticorpos específicos conforme descrito acima.   
 Para avaliar o peso das proteínas separadas no gel de acrilamida, foi utilizado 
o padrão de peso Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad Laboratories – 
Califórnia, EUA) ou Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Fermentas 
International Inc. – Ontário, Canadá).  
O filme obtido após revelar a membrana foi digitalizado e a intensidade das 
bandas foi quantificada utilizando-se o programa Image Processing and Analysis in 
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Java, ImageJ 1.38b (Wayne Rasband, National Institute of Health, EUA, 
http://rsb.info.nih.gov/ij/). Este programa permite a mensuração da intensidade dos 
pixels presentes na imagem das bandas. Os valores obtidos foram plotados em 
gráficos (GraphPad Prism / GraphPad Software, Inc. – Califórnia, EUA) como a razão 
entre a expressão da proteína de interesse e do controle endógeno.   
 
 




anti-p53 (Oncogene Science - Massachusetts, EUA) 1/500 
anti-p21 (Santa Cruz Biotechnology, Inc. - Califófnia, EUA) 1/250 
anti-Dnmt1 (Imgenex Corp. - Califórnia, EUA) 1/1000 
anti-actina (Santa Cruz Biotechnology, Inc. - Califófnia, EUA) 1/1000 
anti-PCNA (Santa Cruz Biotechnology, Inc. - Califófnia, EUA) 1/1000 
anti-tubulina (Santa Cruz Biotechnology, Inc. - Califófnia, EUA) 1/500 
anti-C23 (anti-nucleolina) (Santa Cruz Biotechnology, Inc. - Califófnia, EUA) 1/300 
anti-IgG de camundongo conjugado à peroxidase (KPL, Inc. - Maryland, EUA) 1/1000 
anti-IgG de Coelho conjugado à peroxidase (KPL, Inc. - Maryland, EUA) 1/1000 
anti-IgG de cabra conjugado à peroxidase (KPL, Inc. - Maryland, EUA) 1/1000 
 
 
3.9 - Imunofluorescência Indireta 
 
Para determinar a localização subcelular das proteínas p53, p21waf1, Cdk4 e 
ciclina D1, foram realizados ensaios de imunofluorescência indireta. As células melan-
a, 4C, 4C11- e 4C11+ foram cultivadas em lamínulas (GlassTécnica Importação 
Comércio de Vidros Ltda – São Paulo, Brasil) em condições de adesão, em placas de 
24 poços (Sarstedt AG & Co. – Nümbrecht, Alemanha) (5X104 células por poço), por 
aproximadamente 24 horas. Para a realização desta técnica com a linhagem melan-a 
desaderida do substrato, 5x106 células foram cultivadas em suspensão por 24 horas 
em placa de 150 mm com 30 ml de meio RPMI com 5% de SFB e 200 nM de PMA. 
Após este período, estas células foram plaqueadas nas lamínulas em placas de 24 
poços (1x105 células por poço), por 1 hora e meia, permitindo a adesão dessas ao 
substrato. 
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Em seguida, as células foram fixadas com paraformaldeído 4% (Sigma-Aldrich 
Co. – Missouri, EUA) em PBS, por 1 hora em temperatura ambiente. As células foram 
lavadas duas vezes com PBS gelado e, para permeabilização, foram incubadas com 
Triton X-100 0,25% (Amresco – Ohio, EUA) em PBS, por 10 minutos, também em 
temperatura ambiente. Depois de três lavagens com PBS, as linhagens foram 
incubadas com BSA 1% em PBS, por 30 minutos, para bloquear sítios inespecíficos. 
Posteriormente, as linhagens foram incubadas com anticorpos específicos em BSA 1% 
em PBS-Tween (Quadro 2), overnight, a 4ºC e, após 3 lavagens com PBS, incubadas 
com anticorpo secundário conjugado à fluoróforo (Quadro 2) e DAPI (Calbiochem – 
Darmstadt, Alemanha) na concentração final de 1 µM, por 1 hora em temperatura 
ambiente. Após três lavagens com PBS, montaram-se as lâminas (GlassTécnica 
Importação Comércio de Vidros Ltda – São Paulo, Brasil) com reagente que promove 
prolongamento da emissão da fluorescência (ProLong Gold antifade reagent / 
Invitrogen – Califórnia, EUA) e as mesmas foram analisadas em microscópio confocal 
(Axiovert 100M /  Carl Zeiss MicroImaging, Inc. – Nova Iorque, EUA) acoplado à 
máquina fotográfica com software específico (LSM 510 Expert Mode / Carl Zeiss 
MicroImaging, Inc. – Nova Iorque, EUA ). As imagens foram adquiridas no aumento de 
40x.  
 
Quadro 2. Lista de anticorpos utilizados nos ensaios de imunofluorescência 
indireta e diluições correspondentes. 
 
ANTICORPOS DILUIÇÕES 
anti-p53 (Oncogene Science - Massachusetts, EUA) 1/100 
anti-p21
waf1
 (Santa Cruz Biotechnology, Inc. - Califófnia, EUA) 1/100 
anti-ciclina D1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc. - Califófnia, EUA) 1/50 
anti-Cdk4 (Santa Cruz Biotechnology, Inc. - Califófnia, EUA) 1/50 
anti-IgG de camundongo conjugado à Alexa 488 (Molecular Probes Fluorescent  
Dyes & Probes / Invitogen – Califórnia, EUA) 
1/500 
anti-IgG de coelho conjugado à Alexa 488 (Molecular Probes Fluorescent Dyes  




3.10 - Extração de RNA 
 
Para a extração de RNA, as células, cultivadas em placas de 100 mm, 
conforme descrito no item 3.1, foram lavadas com PBS e em seguida foram 
acrescentados 2 ml de Trizol (Invitrogen – Califórnia, EUA) em cada placa de cultura. 
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As células foram removidas com auxílio de cell scraper, transferidas para microtubos 
de 1,5 ml e mantidas em temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente, 
adicionaram-se 200 μl de clorofórmio (Merck – Darmstadt, Alemanha) em cada 
microtubo, a solução foi homogeneizada por inversão e incubada por 3 minutos em 
temperatura ambiente. Após este período, as amostras foram centrifugadas a 12000 
rpm a 4ºC por 15 minutos para separação da solução em três fases distintas. A fase 
superior aquosa, contendo o RNA, foi transferida para novo microtubo, no qual foram 
acrescentados 500 μl de isopropanol (Merck – Darmstadt, Alemanha). Os microtubos 
foram conservados a -70ºC por 24 horas para precipitação do RNA e depois foram 
centrifugados a 12000 rpm a 4ºC, por 15 minutos. Descartou-se o sobrenadante, 
sendo o pellet lavado 2 vezes com etanol (Merck – Darmstadt, Alemanha) 75% em 
água tratada com dietilpirocarbonato DEPC. Após as lavagens, os microtubos foram 
deixados sobre papel toalha com a tampa aberta, para evaporação do etanol 
remanescente. Em seguida, acrescentaram-se 50 μl de água-DEPC nos microtubos e 
estes foram aquecidos a 65ºC por 10 minutos. As amostras foram estocadas a -70ºC.  
A absorbância das amostras de RNA foi mensurada em espectrofotômetro 
(Nanodrop / Thermo Fisher Scientific Inc. – North Carolina, EUA), com intuito de 
analisar sua qualidade e também para sua quantificação. O Nanodrop fornece a curva 
do espectro de absorção de luz de cada amostra (220 nm-750 nm). O pico de 
absorbância do RNA deve ser igual a 260 nm – uma leitura a 260 nm igual a 1,0 
equivale a 40 g RNA / ml – (Sambrook et al., 1989), proteínas apresentam pico a 280 
nm e outros contaminantes (como sais, polissacarídeos e compostos orgânicos como 
fenol) apresentam pico em torno de 230 nm. A razão das absorbâncias 260/280 nm e 
260/230 nm foi utilizada para avaliar possível contaminação, sendo os valores 
empregados como referência (RNA livre de proteínas e sais) iguais a 1,8 e 1,7, 
respectivamente. Amostras cujos valores dessas razões foram menores que os 
valores referência foram descartadas. As dosagens foram feitas a partir de 2 l da 
amostra.  
Outro controle da qualidade do RNA extraído foi a análise das amostras em gel 
de agarose. Por meio do gel, é possível determinar a integridade do RNA através da 
visualização das bandas de RNA ribossomal; a banda referente ao rRNA 28S deve 
apresentar aproximadamente o dobro da intensidade da banda do rRNA 18S. Assim, 2 
μg de RNA diluídos em tampão de amostra para RNA foram submetidos à eletroforese 
em gel de agarose 1%, preparado em TBE com 0,5 μL de brometo de etídio 1 mg/mL 
(Sigma-Aldrich Co. – Missouri, EUA), sob tensão elétrica de 100 V em tampão TBE. O 
gel foi visualizado em transiluminador (ImageQuant 150 / GE Healthcare Bio-Sciences 
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– Uppsala, Suécia), sob luz ultravioleta, acoplado a uma câmera (Canon Powershot A 
640/ GE Healthcare Bio-Sciences – Uppsala, Suécia) a qual digitalizou sua imagem 
(ImageQuant TL software / GE Healthcare Bio-Sciences – Uppsala, Suécia).  
Todo material utilizado na eletroforese foi anteriormente deixado em solução de 
SDS 1% em água destilada e deionizada por 12 horas e, em seguida, lavado em água 
destilada e deionizada ou deixado em solução de SDS 1% em água destilada e 
deionizada, por 1 hora, depois lavado e mantido sob luz UV por 15 minutos. Tal 
procedimento tem o intuito de evitar degradação do RNA por RNAses.  
Para evitar contaminação dos RNAs com DNA genômico, as amostras foram 
tratadas com DNAse; 4 μg de RNA foram tratados com 4 μl de DNAse I (1 unidade/µl) 
livre de RNAse (Fermentas International Inc. – Ontário, Canadá) na presença do 
inibidor de ribonucleases RNAseOUT (Invitrogen – Califórnia, EUA) por 30 minutos a 
37ºC. O RNA tratado foi incubado com 4 μl de EDTA 25 mM por 10 minutos a 65ºC. 
Este RNA foi utilizado para síntese de cDNA.     
 
 
3.11 - Síntese da primeira fita de DNA complementar (cDNA) 
 
Aproximadamente 1 μg do RNA, extraído conforme descrito no item 3.10 e 
previamente tratado com DNAse, foi utilizado na síntese da primeira fita de cDNA. Na 
primeira etapa da reação (processo de desnaturação), o RNA foi incubado com 1 μl de 
oligo(dT) 50 μM, 1 μl de dNTP 10 mM e água DEPEC (até volume final da reação ter 
sido completado para 13 μl) a 65ºC por 5 minutos e a 4ºC por 1 minuto. Na segunda 
etapa (síntese da primeira fita do cDNA), as amostras foram incubadas com 4 μl do 
tampão 5X First-Strand Buffer, 1 μl de DTT 0,1 M, 1 μl de RNAseOUT 40 unidades/μl e 
com 1 μl de SuperScript III RT 200 unidades/μl (todos os reagentes utilizados na 
síntese da primeira fita de cDNA são procedentes da Invitrogen – Califórnia, EUA), a 
25ºC por 5 minutos, a 50ºC por 1 hora a 55ºC por 1 hora e a 70ºC por 15 minutos em 
termociclador (Mastercycler personal / Eppendof do Brasil Ltda. – São Paulo, Brasil). 
Os cDNAs foram estocados a -20ºC. 
Para verificar a qualidade do cDNA sintetizado, realizou-se PCR com 
iniciadores específicos para o gene da β-actina. Estes iniciadores foram sintetizados a 
partir da análise da sequência do gene no site www.ensembl.org/index.html, sendo o 
iniciador da sequência direta desenhada a partir do exon 3 (5‟ CGA GGC CCA 
GAGCAAGAG AG 3‟) e o iniciador da sequência reversa, do exon 4 (5‟ AGG AAG 
AGG ATG CGG CAG TGG 3‟) (Integrated DNA Technologies, Inc. – Califórnia, EUA). 
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O tamanho do fragmento amplificado por estes iniciadores corresponde a 538 pb. A 
PCR foi feita com 1 μl de cDNA incubado com 0,5 μl de dNTP 10 mM, 0,75 μl de 
MgCl2 50 mM, 0,4 μl de cada iniciador 20 mM, 0,1 μl da enzima Taq Platinum, em 
volume final de 25 μl, completados com água DEPEC (todos os reagentes utilizados 
na PCR são da Invitrogen – Califórnia, EUA). As amostras foram mantidas no 
termociclador nas seguintes condições: 1º - 94ºC por 2 minutos, 2º - 94ºC por 30 
segundos, 3º - 50ºC por 30 segundos, 4º 72ºC por 30 segundos, 5 º - 72ºC por 7 
minutos e 6º - 4ºC por tempo indefinido; da 2º a 4º etapa houve 25 repetições e em 
seguida prosseguiu-se para as etapas subsequentes. Aos produtos da PCR 
acrescentaram-se tampão de amostra para DNA e estes foram submetidos à 
eletroforese em gel de agarose a 1% em TBE com 0,5 μL de brometo de etídio 1 
mg/mL, sob tensão elétrica de 100 V em TBE. Para confirmar o tamanho do produto 
amplificado, utilizou-se o padrão de peso GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas 
International Inc. – Ontário, Canadá). O gel foi observado em transiluminador, sob luz 
UV e fotografado. 
 
 
3.12 - RT-PCR  
 
A expressão do mRNA de p53 foi avaliada por RT-PCR. Os iniciadores 
utilizados nesta reação foram desenhados a partir da sequência do cDNA de p53 
disponível no site www.ensembl.org/index.html. A sequência direta foi desenhada a 
partir do exon 5 (5‟ CTC CTC CCC TCA ATA AGC TAT TCT GC 3‟) e o iniciador da 
sequência reversa, a partir do exon 9 (5‟ GTG GTT TTT TCT TTT GCG GGG GAG 3‟) 
(Integrated DNA Technologies, Inc. – Califórnia, EUA). O tamanho do fragmento 
amplificado por estes iniciadores corresponde aproximadamente 560 pb. A PCR foi 
feita com 1 μl de cDNA incubado, com 0,5 μl de dNTP 10 mM, 0,75 μl de MgCl2 50 
mM, 0,4 μl de cada iniciador na concentração de 20 mM, 0,1 μl da enzima Taq 
Platinum, em volume final de 25 μl, completados com água DEPEC (todos os 
reagentes utilizados na PCR são da Invitrogen – Califórnia, EUA). As amostras foram 
mantidas no termociclador nas seguintes condições: 1º - 94ºC por 2 minutos, 2º - 94ºC 
por 30 segundos, 3º - 54ºC por 30 segundos, 4º 72ºC por 30 segundos, 5 º - 72ºC por 
7 minutos e 6º - 4ºC por tempo indefinido; da 2º a 4º etapa houve 35 repetições. Aos 
produtos da PCR acrescentaram-se tampão de amostra para DNA e estes foram 
submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1% em TBE com 0,5 μL de brometo de 
etídio 1 mg/mL, sob tensão elétrica de 100 V em TBE. Para confirmar o tamanho do 
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produto amplificado, utilizou-se o padrão de peso GeneRuler 100 bp DNA Ladder 
(Fermentas International Inc. – Ontário, Canadá). O gel foi observado em 
transiluminador, sob luz UV e fotografado. 
 
 
3.13 - PCR em tempo real (qPCR) 
 
A expressão do RNAm de p21waf1,  ciclina D1 e Cdk4 nas linhagens melan-a, 
4C, 4C11- e 4C11+ foi avaliada por meio da técnica de PCR em tempo real. As 
reações foram realizadas com o reagente SyberGreen, que age como um corante de 
DNA, pois possui alta afinidade por DNA dupla fita (Zipper H., 2004). O SyberGreen é 
capaz de absorver luz no comprimento de onda de 488 nm e emitir no comprimento de 
522 nm, sendo assim, a maior parte da fluorescência emitida na qPCR correspondente 
a quantidade de cDNA amplificado.  
Primeiramente, desenharam-se iniciadores para cada um dos genes no 
programa OligoAnalyzer 3.1 (IDT SciTools / Integrated DNA Technologies, Inc. – 
Califórnia, EUA) a partir das sequências fornecidas pelo site 
www.ensembl.org/index.html (Quadro 3) (Integrated DNA Technologies, Inc. – 
Califórnia, EUA). Para determinar a eficiência da reação e verificar a especificidade de 
cada iniciador, para definir valor de threshold (valor que corresponde ao limiar de 
detecção de fluorescência) e estabelecer a melhor diluição de cDNA, foram feitas 
curvas de diluição distintas para cada par de iniciadores. Uma mistura contendo a 
mesma quantidade de cDNA de todas as linhagens (melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+) foi 
diluída nas proporções de 1/5, 1/10, 1/20, 1/40, 1/80 e 1/160; 2 μl de cada diluição 
foram utilizados na PCR em tempo real.  Esses foram incubados com 1,2 μl de cada 
iniciador (direto e reverso) (5 mM), com 7,5 μl da solução contendo o intercalante 
SyberGreen (The Rotor-Gene SYBR Green PCR Kit / QIAGEN Inc. – Califórnia, EUA) 
e 3,1 μl de água DEPEC. As amostras foram colocadas no termociclador (Corbett 
Rotor-Gene 6000 / QIAGEN Inc. – Califórnia, EUA) e submetidas às seguintes 
variações de temperatura: 95ºC por 5 minutos, 40 ciclos de 95ºC de 5 segundos e 
60ºC de 10 segundos e em seguida aumento gradual da temperatura até 72ºC por 10 
minutos. 
Ao fim da reação, as curvas foram avaliadas no programa Rotor-Gene 
ScreenClust HRM Software (QIAGEN Inc. – Califórnia, EUA) no qual foi determinado 
manualmente o valor de threshold. O valor de threshold foi estabelecido considerando 
a maior eficiência da reação e o ponto no qual todas as curvas são paralelas (fase 
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exponencial). Foi também estabelecida a melhor diluição do cDNA; Além disso, a 
especificidade de cada par de iniciadores foi avaliada por meio da observação das 
curvas de melt.  
 
Quadro 3. Iniciadores utilizados nas reações de PCR em tempo real, tamanho do 
fragmento amplificado e exon a partir do qual cada iniciador foi desenhado. 
 
Gene Fragmento amplificado Iniciadores Exons 
p21
waf1
 127 pb 
D: 5‟ GTC TTG CAC TCT GGT GTC TGA GC 3‟/ 
R: 5‟ GCA GAA GAC CAA TCT GCG CTT GG 3‟ 
2/3 
ciclina D1 129 pb 
D: 5‟ CCA TGC GGA AAA TCG TGG CCA 3‟/  
R: 5‟ GGC TCT TCT TCA AGG GCT CCA G 3‟ 
1/2 
cdk4 111 pb 
D: 5‟ GAG GTG GCC TTG TTA AGG AGG C 3‟/  
R: 5‟CAC TAG GGT GAC CTT GAT GTC CCG  3‟ 
2/3 
gapdh 104 pb 
D: 5‟ CAT GGC CTT CCG TGT TCC TA 3‟ 
R: 5‟ CCT GCT TCA CCA CCT TCT TGA 3‟ 
5/6 
Legenda: D - direto e R - reverso. 
 
Após a avaliação dos iniciadores, determinação do threshold e melhor diluição 
dos cDNAs (Anexo 1) , procedeu-se a realização das PCR com as amostras. Os 
valores de expressão gênica (valor de Ct) foram determinados considerando o 
threshold. A expressão das amostras com os iniciadores de interesse foi normalizada 
com o iniciador para o gene gapdh. Cada PCR foi realizada em duplicata (duplicata 
técnica) e cada cDNA foi obtido de duas amostras biológicas diferentes (duplicata 
biológica).  
Os valores de Ct obtidos com cDNA de determinada amostra para os 
iniciadores específicos foram normalizados em relação a média de Ct obtida a partir da 
mesma linhagem com iniciadores para gapdh; assim foram determinas 2 valores de 
∆Ct (Ct iniciador específico - média Ct GAPDH) (duplicata técnica). Como o ensaio foi 
realizado com cDNAs obtidos em duas  extrações independentes (duplicata biológica), 
ao final desta análise foram obtidos 4 valores de Ct (Ct iniciador específico, cDNA 1 - 
média CT GAPDH, cDNA1; 2 valores e Ct iniciador específico, cDNA 2 - média CT 
gapdh, cDNA 2; 2 valores). 
Estes dados foram utilizados para estabelecer o valor de ∆∆Ct. O valor de ∆∆Ct 
corresponde ao valor de expressão de uma amostra (já normalizada com controle 
endógeno) subtraído ao valor de ∆Ct da amostra de referência. Nos casos analisados, 
são valores de ∆Ct das linhagens 4C, 4C11- e 4C11+ subtraídos do valor de ∆Ct da 
linhagem melan-a, ou valor de ∆Ct das linhagens tratadas com aza e TSA subtraído de 
valor de ∆Ct das linhagens não tratadas. Assim valor médio de ∆Ct de melan-a foi 
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utilizado para o cálculo, por exemplo, da expressão relativa da linhagem 4C. No final 
desta análise também foram obtidos 4 valores de expressão relativa (∆Ct da amostra, 
com iniciador específico, cDNA 1 - média ∆Ct do controle, iniciador específico, cDNA 
1; 2 valores e ∆Ct da amostra, iniciador específico, cDNA 2 - média ∆Ct do controle, 
iniciador específico cDNA 2; 2 valores). A expressão relativa dos genes foi calculada 
pelo método, 2-∆∆Ct (Livak & Schmittgen, 2001). No caso da eficiência menor que 
100%, os valores da expressão gênica foram corrigidos, considerando o valor da 
eficiência obtida (Pfaffl, 2001). Para os iniciadores de p21 o cálculo foi feito a partir da 
equação 1,85-∆∆Ct.  
Os valores de expressão relativa foram plotados em gráficos de dispersão no 
qual média +/- desvio padrão também estão apresentados (GraphPad Prism / 
GraphPad Software, Inc. – Califórnia, EUA). As análises estatísticas foram realizadas 
por meio do Teste T de Student, para amostras não pareadas.  
 
 
3.14 - Extração de DNA genômico 
 
Para extração do DNA genômico das linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+, 
as células foram cultivadas como descrito no item 3.1. Após essas terem sido lavadas 
com PBS, foram acrescentados 500 μl do tampão de lise TELT nas mesmas. Com 
auxilio de cell scraper, as células foram removidas das placas de cultura e transferidas 
para microtubos de 1,5 ml. Os microtubos foram misturados gentilmente por inversão 
durante 5 minutos. Foram adicionados 500 μl de solução de fenol saturado em Tris-
HCl pH 8 (UltraPure Buffer-Saturated Phenol / Invitrogen – Califórnia, EUA) com 
clorofórmio na proporção 1/1 em cada microtubo e esses foram misturados por 
inversão por 1 minutos e centrifugados por 10 minutos, a 10000 rpm, a 4ºC para 
separação de três fases distintas. A fase superior, que contém o DNA, foi removida e 
transferida para novos microtubos de 1,5 ml e 500 μl de clorofórmio foram 
adicionados. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos, a 10000 rpm, a 4ºC. A 
fase superior foi transferida para microtubo de 1,5 ml com 1 ml de etanol absoluto 
gelado, mantida a -70ºC por 55 minutos para precipitação do DNA e centrifugada por 
10 minutos, a 10000 rpm, a 4ºC. O pellet foi lavado 2 vezes com 70% etanol diluído 
em água. Os microtubos foram mantidos com tampa aberta sobre a bancada para 
permitir a evaporação do etanol. O DNA extraído foi ressuspendido em 30 μl de água 
DEPEC e incubado por 15 minutos a 37ºC com RNAse A (Invitrogen – Califórnia, 
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EUA) em concentração final de 20 μg/ml para evitar contaminação do DNA com RNA. 
As amostras foram estocadas a -20ºC.  
O DNA absorve energia no comprimento de onda de 260 nm e neste 
comprimento a absorbância igual a 1 contém uma concentração de 50 µg/ml de DNA 
de dupla fita (Sambrook et al., 1989). Assim, para determinar a concentração de DNA 
em cada amostra, essas foram dosadas em espectrofotômetro (Nanodrop); 2μl de 
cada amostra foram utilizados. Também foi analisada absorbância a 280 nm de 
comprimento de onda (espectro de absorção de proteínas) e a 230 nm (espectro de 
absorção de alguns sais e fenol) para verificar a pureza das amostras. As amostras 
cuja razão entre as leituras 260/280 e 260/230 foram inferiores a 1.8 e 1.7, 
respectivamente, foram desconsideradas. 
A integridade do DNA genômico extraído das diferentes linhagens celulares foi 
analisada por meio da realização de PCR com iniciadores da β-actina. A reação se 
procedeu conforme descrito no item 3.11 a partir de 2 μg de DNA. Os produtos da 
PCR (tamanho do fragmento amplificado: 598 pb) foram diluídos em tampão de 
amostra para DNA e submetidos à eletroforese em gel de agarose 1%, preparado em 
tampão TBE com 0,5 μl de brometo de etídeo 0,1 mg/ml. O gel foi submetido à tensão 
elétrica de 100 V em TBE. A visualização do gel foi feita em transiluminador sob luz 
ultravioleta e em seguida este foi fotografado. 
 
 
3.15 - Imunoprecipitação de Proteínas (IP) 
 
A possível associação da proteína p53 com dnmt1 foi analisada pelo ensaio de 
imunoprecipitação de proteínas. 
Um miligrama das proteínas celulares totais extraídas conforme descrito no 
item 3.6 foi incubado com 50 µl de proteína G-agarose (Invitrogen – Califórnia, EUA) 
por 1 hora, sob agitação, a 4ºC. Em seguida, esse foi centrifugado a 13000 rpm por 10 
minuto a 4ºC. O pellet foi desprezado, sendo 100 µl do sobrenadante armazenado a -
20ºC (extrato total) e o volume remanescente, incubado overnight, sob agitação, a 4ºC 
com o anticorpo específico. Os anticorpos utilizados neste ensaio foram anti-p53 
(Quadro 1), o qual 10 μl foram adicionados em cada amostra (o que corresponde a 1 
μg de anticorpo por amostra) e anticorpo anti-dnmt1 (Quadro 1), o qual 10 μl foram 
adicionados por amostra (correspondente a 5 μg de anticorpo por amostra). Em 
seguida, incubou-se o sobrenadante com 50 µl de proteína G-agarose, por 2h sob 
agitação a 4ºC. Após centrifugação a 13000 rpm por 10min a 4oC, o sobrenadante foi 
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desprezado e o pellet, lavado três vezes durante 10 minutos, sob agitação com o 
tampão Tris-base 10 mM pH 8,0 e Triton X-100 0,1%; NaCl 0,15 M e mais uma vez por 
10 minutos com Tris-base 10 mM pH 6,8. O pellet foi ressuspendido em 100 µl de 
tampão de amostra de proteína reduzido e incubado a 95oC por 5 minutos. Aplicou-se 
o equivalente a 30 µl do imunoprecipitado e 15 µl do extrato total, também diluído em 
tampão de amostra de proteína reduzido e aquecido a 95ºC por 5 minutos em gel de 




3.16 - Imunoprecipitação de Cromatina (ChIP) 
 
Para analisar se a proteína p53 pode se associar ao gene da dnmt1, foi 
realizado ensaio de imunoprecipitação de cromatina. Primeiramente, foram 
desenhados iniciadores cujas sequências são complementares à sequência do gene 
dnmt1, próximo ao início de transcrição, a jusante do primeiro exon, compreendendo 
três sequências consenso para ligação da proteína p53. A sequência do gene dnmt1 
utilizada como molde para a síntese dos iniciadores foi obtida no site 
www.ensembl.org/index.html. Os iniciadores foram desenhados no programa 
OligoAnalyzer 3.1 (IDT SciTools / Integrated DNA Technologies, Inc. – Califórnia, 
EUA), sendo a sequência 5‟ ACT ATA GCC AGG AGG TGT GGG TG 3‟ 
correspondente ao iniciador direto e a sequência 5‟ GCA AGC GGA AGC AGC ATG 
TAC 3‟ ao iniciador reverso (Integrated DNA Technologies, Inc. – Califórnia, EUA). O 
fragmento amplificado por este par de iniciadores possui 113 pb. Como foi realizado 
qPCR, todos os parâmetros necessários para o melhor desempenho da reação foram 
anteriormente avaliados. Assim, curvas de diluição foram feitas para análise da 
eficiência da qPCR, para determinação da especificidade do par de iniciadores e para 
o estabelecimento do valor de threshold. As curvas de diluição foram confeccionadas a 
partir de uma mistura contendo DNA de todas as linhagens (melan-a, 4C, 4C11- e 
4C11+). Esta mistura de DNA foi dosada em espectrofotômetro (Nanodrop) conforme 
descrito no item 3.14 e em seguida diluiu-se o DNA em água DEPC nas 
concentrações de 40, 8, 1,6, 0,32, 0,064 e 0,0128 ng/μl. A qPCR foi realizada como 
apresentado no item 3.13. Assim, determinou-se que estes iniciadores eram 
apropriados para o ensaio, prosseguindo-se com o protocolo. 
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3.16.1 - Cross-linking, pre-clearance e imunoprecipitação com anticorpos específicos  
 
 Foram utilizadas aproximadamente 5x107 células por cada anticorpo 
empregado na etapa de imunoprecipitação e para todas as linhagens, sendo essas 
cultivadas conforme descrito no item 3.1. Para o cross-linking, foi acrescentado 
diretamente nas placas de cultura formaldeído (Sigma-Aldrich Co. – Missouri, EUA) na 
concentração final de 1%, por 15 minutos, a temperatura ambiente, sob agitação. Em 
seguida, a linhagem melan-a que foi cultivada em suspensão por 24 horas foi 
transferida para tubo de 50 ml, centrifugada a 2500 rpm por 5 minutos e lavada com 
PBS gelado com inibidores de proteases (1 μg/μl de leupeptina, pepstatina e  
aprotinina e 10 mM de PMSF). Posteriormente, todo excesso de PBS foi removido, as 
células foram ressuspendidas em 200 μl de tampão de lise (1% de SDS, 10 mM de 
EDTA e 50 mM de Tris HCl pH 8) e transferidas para microtubos de 1,5 ml. As 
linhagens cultivadas em condições da ancoragem ao substrato foram lavadas 2 vezes 
com PBS, o excesso de PBS foi removido com auxílio de uma pipeta e as bordas das 
placas de culturas foram secas com papel toalha; 6 ml de PBS com inibidores de 
proteases foram adicionado nas placas de cultura e, com auxílio de cell scraper, as 
células foram transferidas para tubos de 15 ml. Este procedimento foi repetido com 
mais 4 ml de PBS com inibidores. Os tubos foram centrifugados por 2500 rpm por 5 
minutos a 4ºC. O sobrenadante foi removido, foram acrescentados 200 μl de tampão 
de lise em cada tubo e o conteúdo transferido para microtubos de 1,5 ml. Todas as 
amostras foram homogeneizadas e incubadas no gelo por 10 minutos. Após este 
período, essas foram sonicadas por 3 vezes, cada uma de 15 segundos e na 
frequência de 30%. Para o pre-clearence, os microtubos foram centrifugados a 13000 
rpm, por 10 minutos, a 4ºC e o sobrenadante transferido para tubos de 15 ml contendo 
1,8 ml de tampão de diluição (0,01% de SDS, 1,1% de Triton X-100, 1,2 mM de EDTA, 
16,7 mM de Tris HCl pH 8, 167 mM de NaCl, 1 μg/μl de leupeptina, pepstatina e  
aprotinina e 10 mM de PMSF ) e 50 μl de proteína G-agarose com esperma de salmão 
(KPL, Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc. - Maryland, EUA). As amostras foram 
incubadas por 1 hora, a 4ºC, sob agitação e centrifugadas a 13000 rpm, por 10 
minutos, a 4ºC. Três alíquotas do sobrenadante foram separadas, com 20 μl cada 
uma, e estocadas a -20ºC (INPUT). 900 μl de cada sobrenadante foram transferidos 
para tubos de 1,5 ml, no qual foi acrescentado o anticorpo específico para 
imunoprecipitação. Os anticorpos utilizados foram anti-p53 (Quadro 1) e anti-CD8 
(Santa Cruz Biotechnology, Inc. - Califófnia, EUA). O anti-CD8 foi utilizado como 
controle negativo; foram adicionados 100 e 50  μl de anti-p53 e anti-CD8 
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respectivamente, correspondendo a 10 μg de anticorpo por amostra. As amostras 
foram incubadas overnight, a 4ºC, sob agitação. Adicionaram-se 60 μl de proteína G 
com esperma de salmão em cada amostra, por 2 horas, a 4ºC, sob agitação. Essas 
foram centrifugadas 14000 rpm, por 1 minuto a 4ºC. O sobrenadante foi desprezado e 
o pellet foi lavado com diferentes soluções por 4 minutos, em temperatura ambiente, 
sob agitação rigorosa. As soluções utilizadas foram tampão de lavagem com baixa 
concentração de sal (0,1% de SDS, 1% de Triton X-100, 2 mM de EDTA, 20 mM de 
Tris HCl pH8 e 150 mM de NaCl) tampão de lavagem com alta concentração de sal 
(0,1% de SDS, 1% de Triton X-100, 2 mM de EDTA, 20 mM de Tris HCl pH8 e 500 mM 
de NaCl), tampão de lavagem com LiCl (0,25 M de LiCl (Amresco – Ohio, EUA), 1% de 
NP-40, 1% de deoxicolato de sódio, 1 mM de EDTA e 10 mM de Tris HCl pH 8) e com 
tampão TE (10 mM de Tris HCl pH 8, 1 mM de EDTA), sendo cada um acrescentado 
na ordem apresentada acima. As amostras foram centrifugadas por 6000 rpm, por 1 
minuto, a 4ºC. Em seguida o pellet foi incubado com 250 μl de tampão de eluição (8,4 
mg/μl de NaHCO3 (Sigma-Aldrich Co. – Missouri, EUA) e 1% de SDS) por 15 minutos, 
em temperatura ambiente, sob agitação e centrifugado por 6000 rpm, por 1 minuto, a 
4ºC . O sobrenadante foi coletado e transferido para microtubo de 0,5 ml (Sarstedt AG 
& Co. – Nümbrecht, Alemanha). O procedimento foi repetido e o sobrenadante foi 
transferido para microtubo correspondente. 
 
 
3.16.2 - Reversão do cross-linking, extração do DNA e qPCR 
 
O cross-linking dos INPUTs e dos imunoprecipitados foi revertido. Para tal, aos 
INPUTs acrescentaram-se 480 µl de tampão TE e em seguida tanto os  INPUTs e 
quanto os imunoprecipitados foram incubados por 4 horas, a 65ºC, com 20 µl de NaCl 
5 M. Posteriormente, as amostras foram incubadas com 10 µl de EDTA 0,5 M, 20 µl de 
Tris HCl 6,5 M pH 6,5 e 20 µl de proteinase K 20mg/ml (Invitrogen – Califórnia, EUA) 
por 2 horas, a 42ºC. Percorrido este tempo, as amostras foram incubadas overnight, a 
37ºC. Após este período de incubação, o DNA foi extraído; as amostras foram 
transferidas para microtubos de 1,5 ml contendo 500 µl da solução de fenol saturado 
em Tris HCl pH 8 e clorofórmio na proporção de 1/1. Esta mistura foi agitada por 
inversão durante 5 minutos e, em seguida, centrifugada a 10000 rpm, por 10 minutos. 
A fase aquosa foi transferida para microtubo de 1,5 ml contendo 500 µl de clorofórmio 
e agitada por inversão por 5 minutos e novamente centrifugada por 10 minutos a 
10000rpm. A fase aquosa foi ressuspendida em 1 ml de etanol absoluto gelado na 
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presença de 2,5 µl de glicogênio 20mg/ml (Invitrogen – Califórnia, EUA) e 125 µl de 
acetato de sódio 3M (Merck – Darmstadt, Alemanha). A amostra foi incubada a uma 
temperatura de -70ºC por 55 minutos e, em seguida, foi centrifugada por 10 minutos a 
10000rpm. O pellet foi lavado com etanol 70% e após a centrifugação o etanol foi 
descartado. Após a secagem do pellet, este foi ressuspendido 100 μl de água DEPC 
com 20 μg/μl de RNAse e incubado a 37ºC por 15 minutos. As amostras foram 
estocadas a -20ºC. Em seguida realizou-se qPCR, conforme descrito no item 3.13, a 
partir de 2 μl do DNA extraído dos imunoprecipitados e dos INPUTs.  
Os resultados foram representados em gráficos como média e desvio padrão 
da relação entre os imunoprecipitados e o INPUT correspondentes. 
 
 
3.17 - Análise de expressão de miRNAs 
 
Para analisar o perfil de expressão dos miRNAs no modelo de progressão 
maligna de melanócitos melan-a, foi realizado o ensaio de microarray. Esse 
experimento foi realizado em meu estágio no Centro de Pesquisas Children’s Memorial 
(Children’s Memorial Research Center), instituição filiada a Universidade Northwestern 
(Northwestern University) em Chicago, IL, em colaboração com o Dr. Fabrício Falconi 
Costa. 
Inicialmente, extraiu-se RNA total das linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ 
tratadas com 10 µM de 5AzaCdR, por 48 horas, seguido do tratamento com 40 nM de 
TSA, por 16 horas, e das linhagens não tratadas, conforme descrito no item 3.10. Para 
a síntese da primeira fita de cDNA dos miRNAs, utilizaram-se 500 ng do RNA total 
dosado como apresentado no item 3.10. A primeira fita do cDNA foi sintetizada a partir 
de iniciadores desenhados para amplificar miRNAs – Stem-loop RT primers (Applied 
Biosystems Life Technologies Corporation – Califórnia, EUA). Duas reações foram 
processadas – uma com mix de pool de iniciadores pré definidos que permitem a 
síntese da primeira fita de mais de 381 cDNAs em uma única reação, a partir de 
miRNAs (Multiplex RT primers pool A / Applied Biosystems Life Technologies 
Corporation – Califórnia, EUA), e outra com o mix que permite a amplificação, também 
em uma única reação, da primeira fita de outros 381 cDNAs de miRNAs (Multiplex RT 
primers pool B / Applied Biosystems Life Technologies Corporation – Califórnia, EUA), 
seguido-se a indicação do fabricante. As amostras foram então transferidas para 
termociclador (MJ Research PTC – 225 / GMI Inc. – Minnesota, EUA) e foram 
submetidas às seguintes variações de temperatura: 1º - 16ºC por 2 minutos, 2º - 42ºC 
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por 1 minuto, 3º - 50ºC por 1 segundo, 4º - 85ºC por 5 minutos e 4ºC por tempo 
indeterminado. A 1º, 2º e 3º etapa foram sequencialmente repetidas por 40 vezes. Os 
produtos dessas reações foram armazenados a -20ºC. 
Posteriormente, os cDNAs foram utilizados para determinar o perfil de 
expressão dos miRNAs nas linhagens analisadas e para estabelecer quais miRNAs 
podem ter sua expressão regulada epigeneticamente. Para tal, realizou-se qPCR em 
plataformas de microarranjos de 384 poços (TaqMan Rodent MicroRNA Arrays / 
Applied Biosystems Life Technologies Corporation – Califórnia, EUA). Na plataforma 
A, estavam spotados 375 iniciadores e sondas que permitem identificar a expressão 
dos cDNAs sintetizados pelo mix do pool A e na plataforma B, estavam spotados 210 
iniciadores e sondas que permitem identificar a expressão dos cDNAs sintetizados 
pelo mix do pool B (Anexo 2), além dos controles (cinco controles positivos e um 
controle negativo). A reação foi realizada segundo as recomendações do fabricante, 
com 6 μl do cDNA de determinada amostra, 450 μl do mix contendo a enzima 
polimerase (TaqMan Universal PCR Master Mix / Applied Biosystems Life 
Technologies Corporation – Califórnia, EUA) e 444 μl de água DEPEC. As amostras 
foram aplicadas nas placas, transferidas para termociclador (7900HT Fast Real-Time 
PCR / Applied Biosystems Life Technologies Corporation – Califórnia, EUA) e 
submetidas à variação da temperatura (50ºC, por 2 minutos; 95ºC, por 20 segundo, e 
40 ciclos de 95ºC, por 1 segundo e 60ºC, por 20 segundos). A partir destas 
plataformas, foi possível determinar a expressão de 585 miRNAs nas linhagens melan-
a, 4C, 4C11- e 4C11+ tratadas e não tratadas. 
Os dados gerados foram normalizados com a média da expressão do controle 
U6 (quadruplicata), sendo os valores de ∆Ct ou de expressão relativa (2-∆∆Ct) plotados 
em gráficos (GraphPad Prism / GraphPad Software, Inc. – Califórnia, EUA). 
Os miRNAs que apresentaram valores de Ct maiores ou iguais a 35 foram 
excluídos ou considerados não expressos, assim como os valores de Ct menores ou 
iguais a 13. A diferença de expressão entre os miRNAs em amostras distintas foi 
considerada quando ∆∆Ct era menor que -1 (aumento de expressão) ou maior que 1 
(diminuição de expressão).  
Para fazer a predição dos miRNAs que podem regular mRNA de determinados 
genes alvos utilizou-se o programa de predição (miRanda algorithm (2008) / 
Computational Biology Center – Nova Iorque, EUA). Os resultados obtidos com essa 
análise foram cruzados com os resultados dos arrays, com os dados de expressão do 
mRNA dos genes que participam da via do ciclo celular e dados de expressão protéica 
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destes mesmos genes. Assim, estabeleceu-se correlação entre a expressão do 
miRNA e mRNA e/ou proteína.  
 
 
3.18 - Análise de ciclo celular 
 
Para análise do ciclo celular as linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ foram 
cultivadas conforme descrito no item 3.1 em placas de 6 poços (Sarstedt AG & Co. – 
Nümbrecht, Alemanha). Em cada poço, 5x105 células foram plaqueadas.  
As células foram mantidas em cultura por 24 horas e em seguida foram 
tripsinizadas, ressuspendidas em 5ml de meio RPMI contendo 5% de soro fetal bovino 
e transferidas para tubos de 15 ml. Posteriormente as mesmas foram centrifugadas a 
2000 rpm por 5 minutos,  lavadas com PBS e fixadas overnight em etanol gelado 70%. 
Após este período as células foram ressuspendidas em 1 ml de PBS contendo 
0,25% Triton X-100 (Amresco – Ohio, EUA) e incubadas no gelo por 5 minutos. 
Prosseguiu-se o experimento com centrifugação dos tubos a 2000 rpm por 5minutos. 
As células foram então ressuspendidas em 400 µL de solução iodeto de propídio (50 
µg/mL) gelado com 0,25mg/ml de RNAse A (Invitrogen – Califórnia, EUA) em PBS e s 
incubadas por 30 minutos a 4ºC no escuro. Em seguida, o conteúdo de DNA do núcleo 
corado foi analisado por citometria de fluxo (FACSCalibur / Becton-Dickinson – 
California, EUA) e quantificada utilizando o programa CellQUEST. Em todas as 
análises, pelo menos 10000 células foram avaliadas. 
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4 - RESULTADOS 
 
 
4.1 - Caracterização das linhagens melan-a (ma), 4C, 4C11- e 4C11+ 
 
Foi estabelecido em nosso laboratório um modelo murino para o estudo da 
gênese do melanoma, no qual linhagens celulares correspondendo a diferentes 
estágios da progressão tumoral foram obtidas como resultado de sucessivos ciclos de 
impedimento de adesão ao substrato de uma linhagem murina de melanócitos não 
tumorigênicos, melan-a. Este modelo permite o estudo de alterações, como 
modificações morfológicas, taxa de proliferação, perfil de expressão gênica, incluindo 
componentes do ciclo celular, que ocorrem em diferentes fases da transformação 
maligna dos melanócitos. 
 
 
4.1.1 - Morfologia das linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ 
 
O primeiro passo na caracterização das linhagens obtidas neste modelo de 
transformação foi a avaliação morfológica das mesmas. Para isso, foram registradas 
imagens das células melan-a (ma), 4C (melanócitos melan-a submetidos a quatro 
ciclos de impedimento de ancoragem), 4C11- (linhagem de melanoma não 
metastático) e 4C11+ (linhagem de melanoma metastático) em microscópio invertido, 
no aumento de 40X.  
Observa-se que a linhagem melan-a apresenta prolongamentos que partem do 
corpo celular central, o que confere a elas morfologia estrelada (Figura 4, ma). A 
linhagem 4C é constituída tanto por células de corpo alongado, com formato fusiforme 
que mimetizam a morfologia de fibroblastos quiescentes (fibrócito), quanto por células 
com formato mais arredondado (Figura 4, 4C). A linhagem 4C11- apresenta 
morfologia semelhante a da 4C, com prevalência de células de forma fusiforme, porém 
também é observada, em menor número, presença de células com morfologia 
estrelada (Figura 4, 4C11-). A linhagem 4C11+ é composta por células com formato 
bastante heterogêneo. É possível observar a presença de células semelhantes a 
fibroblastos ativos– células fusiformes, núcleo ovóide e com muitos prolongamentos 
citoplasmáticos – e de células com formato de neurônios – células cujo corpo celular é 
arredondado e de onde irradiam diversos prolongamentos citoplasmáticos (Figura 4, 
4C11+). 



















Figura 4.  Morfologia das linhagens celulares representando diferentes fases da gênese do 
melanoma. Cultura de células em meio RPMI contendo 5% de SFB. Células melan-a foram cultivadas 
neste mesmo meio na presença de 200 nM de PMA. Observa-se diferença significativa no fenótipo das 
células, sendo que a linhagem de melanócitos não tumorigênicos melan-a possui alguns prolongamentos 
citoplasmáticos que emergem do corpo celular, a linhagem de melanócitos pré-malignos 4C e a de 
melanoma não metastático 4C11- apresentam morfologia mesenquimal e a linhagem de melanoma 




4.1.2 - Taxa de proliferação das linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ 
 
Outro ponto no processo de caracterização das linhagens do modelo de 
transformação maligna dos melanócitos foi investigar as taxas de proliferação das 
mesmas. Para essa análise, realizou-se ensaio de MTT. As células foram cultivadas 
em meio RPMI com 5% de SFB por cinco dias; melan-a foi cultivada também na 
presença de 200 nM de PMA. A primeira medição da absorbância foi realizada logo 
após a estabilização das células na placa de cultura. As medidas subsequentes foram 
feitas no 3º, 4º e 5º dia.  
Constata-se que a taxa de proliferação da linhagem intermediária 4C e da 
linhagem tumorigênica não metastática 4C11- não difere significativamente daquela 
dos melanócitos melan-a, porém a linhagem de melanoma metastático 4C11+ 









Figura 5. Alteração da capacidade proliferativa durante o processo de transformação maligna dos 
melanócitos melan-a. A taxa de proliferação da linhagem de melanócitos melan-a e das linhagens 
derivadas 4C, 4C11- e 4C11+ foi analisada por meio da técnica de MTT. A absorbância foi medida após a 
estabilização das células em cultura (T= 0) e no 3º, 4º e 5º dia de cultivo. No gráfico estão plotados 
valores das médias da absorbância + desvio padrão de três experimentos independentes. Ma: 
melanócitos não tumorigênicos melan-a; 4C: melanócitos pré-malignos; 4C11-: melanoma não 
metastático; 4C11+: melanoma metastático.  
 
 
4.1.3 - Ciclo celular das linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ 
 
 Muitos trabalhos sugerem que o câncer é uma doença do ciclo celular. 
Mutações e modificações epigenéticas em genes que participam do ciclo celular 
constituem a mudança mais comum em células tumorais. De fato, virtualmente todas 
as neoplasias apresentam alteração em pelo menos um gene envolvido no controle da 
progressão da fase G1 do ciclo celular. Além disso, uma característica que define 
células tumorais é sua intrínseca capacidade de se dividir em condições nas quais sua 
contraparte normal não se dividiria. Desta forma, visto a importância da desregulação 
dos componentes do ciclo celular no processo de desenvolvimento de diferentes tipos 
de neoplasias e no intuito de caracterizar o processo de divisão das linhagens que 
correspondem a diferentes fases da gênese do melanoma, avaliou-se o ciclo celular 
nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+. 
 Constata-se que a linhagem intermediária 4C e a linhagem tumorigênica 4C11- 
apresentam alteração nas fases do ciclo celular em relação à linhagem de melanócitos 
melan-a. Nestas linhagens verifica-se que há diminuição da fase G0-G1 e aumento da 
fase S em relação aos melanócitos melan-a. Já em relação à linhagem 4C11+, 
observa-se que o padrão do ciclo celular em relação aos melanócitos melan-a é 
bastante similar (Figura 6). 
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Figura 6. Alteração do ciclo celular durante a gênese do melanoma. As diferentes fases do ciclo 
celular nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ foram avaliadas. Observa-se diminuição da fase G1 e 
aumento da fase S nas linhagens 4C e 4C11- em relação aos melanócitos melan-a e padrão do ciclo 
celular na linhagem 4C11+ bastante similar ao dos melanócitos melan-a. No gráfico, estão representados 
médias + desvios padrão de três experimentos independentes. Ma: melanócitos não tumorigênicos melan-
a; 4C: melanócitos pré-malignos; 4C11-: melanoma não metastático; 4C11+: melanoma metastático.  
 
 
4.2 - Caracterização do perfil de expressão de componentes do ciclo celular no 
modelo de transformação maligna de melanócitos melan-a 
 
Visto que as linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ apresentam diferenças no 
ciclo celular, foi investigada a expressão e localização subcelular de moléculas que 
participam do controle deste processo, tais como p53, p21waf1, cdk4 e ciclina D1. 
Inicialmente, foi investigado se a expressão de p53 e p21waf1 apresentava-se alterada 
durante o bloqueio de ancoragem dos melanócitos melan-a, estímulo que resultou na  
transformação maligna desta linhagem. Para tanto, a expressão dos mesmos foi 
mensurada pouco tempo após o bloqueio de adesão dos melanócitos melan-a (até 24 
horas após o bloqueio de ancoragem, D24h). Em seguida, a expressão dos 
componentes do ciclo celular durante a progressão do melanoma foi avaliada. Assim, 
a expressão destas moléculas foi estudada na linhagem de melanócitos pré-malignos 











4.2.1 - Análise da expressão de p53 durante o bloqueio de ancoragem dos 
melanócitos melan-a 
 
O efeito do impedimento de adesão ao substrato da linhagem melan-a por 1, 3, 
5 e 24 horas na expressão de p53 foi averiguado por Western Blot. Para a realização 
deste ensaio, foram utilizados extratos celulares totais e a expressão de PCNA, como 
controle interno dos mesmos. 
 Verifica-se que, nas condições de bloqueio de adesão ao substrato das células 
melan-a nos tempos analisados, a expressão da proteína p53 diminui em relação aos 
melanócitos melan-a aderidos ao substrato (Figura 7). 
 
 
4.2.2 - Análise e localização subcelular de p53 durante a gênese do melanoma 
  
Os níveis de expressão do mRNA de p53 na linhagem melan-a e nas linhagens 
derivadas foram avaliados por RT-PCR. Como controle da expressão do mRNA de 
p53, utilizou-se a expressão do mRNA do gene β-actina. Verifica-se que a expressão 










Figura 7. O bloqueio de ancoragem dos melanócitos melan-a é acompanhado de diminuição da 
expressão de p53. O efeito do impedimento de adesão das células melan-a ao substrato por 1, 3, 5 e 24 
horas (d1h, d3h, d5h e d24h, respectivamente) na expressão de p53 foi analisada por Western Blot. 
Verifica-se diminuição da expressão de p53 nos tempos determinados em relação aos melanócitos 
melan-a mantidos em condições de adesão. A expressão de PCNA foi utilizada como controle interno dos 
extratos celulares totais (A). O gráfico representa a relação entre expressão de p53 e PCNA (B). Ma: 
























Figura 8. Linhagem metastática 4C11+ não apresenta expressão do mRNA de p53. A análise da 
expressão do mRNA de p53 na linhagem de melanócitos melan-a e nas linhagens derivadas 4C, 4C11- e 
4C11+ foi verificada por meio do ensaio RT-PCR. Observa-se ausência de sua expressão na linhagem 
4C11+ em relação ao controle melan-a. A expressão de do gene β-actina foi utilizada como controle. Ma: 
melanócitos não tumorigênicos melan-a; 4C: melanócitos pré-malignos; 4C11-: melanoma não 
metastático; 4C11+: melanoma metastático. 
 
 
 Para verificar os níveis de expressão da proteína p53 nas linhagens melan-a, 
4C, 4C11- e 4C11+, realizou-se ensaios de Western Blot. Neste experimento foram 
utilizados extratos celulares totais e como controle interno destes extratos utilizou-se a 
expressão protéica do gene β-actina.  
 Constata-se que a expressão de p53 aumenta na linhagem intermediária 4C e 
tumorigênica 4C11- e diminui na linhagem metastática 4C11+ em relação aos 
















Figura 9. A perda de expressão de p53 na linhagem metastática 4C11+ é precedida por aumento de 
expressão desta proteína nas linhagens 4C e 4C11-. A análise da expressão protéica de p53 na 
linhagem de melanócitos melan-a e nas linhagens derivadas 4C, 4C11- e 4C11+ foi verificada por meio do 
ensaio de Western Blot (A). Observa-se aumento nos níveis protéicos de p53 nas linhagens 4C e 4C11- e 
ausência de sua expressão na linhagem 4C11+ em relação ao controle melan-a. A expressão de β-actina 
foi utilizada como controle interno dos extratos totais. O gráfico mostra a razão entre a expressão de p53 
e β-actina para cada uma das linhagens (B).  Ma: melanócitos não tumorigênicos melan-a; 4C: 
melanócitos pré-malignos; 4C11-: melanoma não metastático; 4C11+: melanoma metastático. O resultado 
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Após observar alteração na expressão da proteína p53 nos melanócitos melan-
a cultivados em suspensão, verificou-se se tal evento também poderia ser constatado 
nas linhagens derivadas dos melanócitos melan-a quando submetidas ao estresse do 
bloqueio de ancoragem. Para isso, as linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ foram 
submetidas ao bloqueio de adesão ao substrato por 24 horas e o efeito do cultivo das 
células nestas condições sobre a expressão da proteína p53 foi avaliado. Ensaios de 
Western Blot foram realizados com extratos protéicos nucleares e a expressão de 
PCNA foi utilizada como controle interno dos mesmos.  
 Averigua-se que a expressão protéica de p53 no núcleo, nas linhagens 
cultivadas em condições de adesão ao substrato, segue o mesmo padrão observado 
em extratos celulares totais (Figura 9): há aumento da expressão da proteína p53 nas 
linhagens 4C e 4C11- e perda de expressão na linhagem 4C11+ em relação aos 
melanócitos melan-a. Além disso, verifica-se que, em condições de bloqueio de 
ancoragem ao substrato por 24 horas, há diminuição da expressão de p53 nos 
melanócitos em suspensão em relação ao controle aderido. No entanto, não há 
diferenças significativas no nível de expressão de p53 nas linhagens 4C, 4C11- e 
4C11+ submetidas ao estresse do bloqueio de ancoragem por 24 horas quando 
comparadas à contraparte aderida (Figura 10).  
 
Figura 10. O bloqueio de ancoragem dos melanócitos melan-a, mas não das linhagens 4C, 4C11- e 
4C11+, promove redução na expressão da proteína p53 no núcleo. O ensaio foi realizado por meio da 
técnica de Western Blot, com extratos protéicos nucleares. Observa-se diminuição dos níveis de p53 na 
linhagem melan-a cultivada em condições de bloqueio de ancoragem por 24 horas (d24h) em relação às 
células controle cultivadas aderidas ao substrato. A desadesão do substrato, por 24 horas, não promove 
alteração na expressão de p53 na linhagem de melanócitos pré-malignos 4C e nas linhagens de 
melanoma 4C11- e 4C11+. A expressão de PCNA foi utilizada como controle interno dos extratos 
nucleares. Ma: melanócitos não tumorigênicos melan-a; 4C: melanócitos pré-malignos; 4C11-: melanoma 
não metastático; 4C11+: melanoma metastático. 
 
  
 A localização da proteína p53 nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ foi 
analisada através do ensaio de imunofluorescência indireta. Verifica-se que nas 
linhagens 4C e 4C11- a proteína p53 encontra-se majoritariamente no compartimento 
nuclear. Na linhagem melan-a esta proteína está localizada tanto no citoplasma quanto 
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no núcleo. Na linhagem 4C11+, a expressão de p53 é muito pequena ou nula, o que 
dificulta a análise de sua localização celular (Figura 11).  
4.2.3 - Análise de expressão de p21waf1 na linhagem melan-a cultivada em suspensão 
 
 Para verificar se o estresse promovido pela desadesão do substrato da 
linhagem melan-a pode interferir na expressão da proteína p21waf1, essas células 
foram cultivadas em suspensão por 1, 3, 5 e 24 horas; em seguida realizou-se o 
ensaio de Western Blot. Como controle interno dos extratos totais, utilizou-se o 
anticorpo anti-β-actina. 
 Verifica-se que a expressão da proteína p21waf1 na linhagem melan-a aumenta 
logo após bloqueio de ancoragem em relação a essas células cultivadas em condição 
de adesão ao substrato. Em 1 hora já é possível observar aumento da expressão de 

























Figura 11. Localização da proteína p53 varia durante a gênese do melanoma. Após a realização do 
ensaio de imunofluorescência indireta, adquiriram-se imagens das células em microscópio confocal, no 
aumento de 40x. Observa-se marcação do anticorpo anti-p53 (verde). Na linhagem melan-a observa-se 
p53 no citoplasma e no núcleo. Já nas linhagens 4C e 4C11-, p53 se localiza principalmente no núcleo e 
esta proteína não é detectada na linhagem 4C11+. Ma: melanócitos não tumorigênicos melan-a; 4C: 
melanócitos pré-malignos; 4C11-: melanoma não metastático; 4C11+: melanoma metastático. 
 




Figura 12. Os níveis da proteína p21
waf1
 aumentam após o cultivo da linhagem melan-a em 
condições de bloqueio de ancoragem ao substrato. A expressão da proteína p21
waf1
 foi analisada por 
meio da técnica de Western Blot na linhagem melan-a cultivada em suspensão por 1, 3, 5 e 24 horas (A). 
Observa-se aumento da expressão da proteína p21
waf1
 em todos os tempos analisados em relação à 
melan-a cultivada aderida ao substrato. O gráfico mostra a relação entre expressão de p21
waf1
 e β-actina 
(B).   
 
 
4.2.4 - Expressão e localização subcelular de p21waf1 ao longo da transformação 
maligna de melanócitos 
 
Constatou-se que a expressão de p53 está alterada no modelo de 
transformação maligna de melanócitos melan-a. Além disso, sabe-se que proteína p53 
pode promover aumento da transcrição de p21waf1. Portanto, investigou-se o perfil de 
expressão desta molécula nas linhagens derivadas dos melanócitos melan-a. Para 
determinar a expressão do mRNA de p21waf1 nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 
4C11+, realizou-se o ensaio de qPCR. 
 Observa-se aumento da expressão do mRNA de p21waf1 nas linhagens 4C e 
4C11- em relação aos melanócitos melan-a, sendo este aumento ainda maior na 
linhagem metastática 4C11+ (Figura 13). 
Para analisar se a expressão protéica de p21waf1 está alterada ao longo da 
transformação maligna de melanócitos melan-a realizou-se o ensaio de Western Blot 
com extratos totais. Como controle interno dos extratos, determinou-se a expressão de 
β-actina. Verifica-se aumento da expressão da proteína p21waf1 na linhagem melan-a 
desaderida do substrato por 24 horas em relação ao controle aderido. Também é 
observado aumento da expressão de p21waf1, em relação à melan-a, nas linhagens 4C, 
4C11-, sendo esse aumento ainda maior na linhagem 4C11+ (Figura 14).  
actina




Figura 13. A expressão do mRNA de p21
waf1
 nas linhagens 4C, 4C11- e 4C11+ aumenta em relação 
à linhagem de melanócitos melan-a. Para determinação da expressão do mRNA de p21
waf1
 durante a 
gênese do melanoma realizou-se ensaio de qPCR. Verifica-se aumento da expressão do mRNA de 
p21
waf1
 durante o processo de transformação maligna de melanócitos melan-a. No gráfico estão plotados 
valores de expressão relativa, além das médias +/- desvios padrão. Ma: melanócitos não tumorigênicos 
melan-a; 4C: melanócitos pré-malignos; 4C11-: melanoma não metastático; 4C11+: melanoma 
metastático. **p<0,01; ***p<0,001. 
 
 
Para determinar a localização subcelular de p2 waf1 nas linhagens melan-a, 4C, 
4C11- e 4C11+, realizou-se ensaio de imunofluorescência indireta. As imagens foram 
adquiridas a partir de microscópio confocal, no aumento de 40x. 
 Observa-se que a proteína p21waf1 está concentrada principalmente no 
citoplasma das células, sendo tal fato constatado para todas as linhagens. É possível 
verificar também variação na intensidade da fluorescência sendo este resultado 
complementar ao obtido por meio da técnica de Western Blot (Figura 15): há aumento 
da expressão de p21waf1 nas linhagens derivadas 4C, 4C11- e 4C11+ e em melan-a 
desaderida do substrato em relação aos melanócitos melan-a cultivados em condições 








Figura 14. A expressão de p21
waf1
 na linhagem melan-a mantida em suspensão por 24 horas e nas 
linhagens 4C, 4C11- e 4C11+ aumenta em relação aos melanócitos melan-a cultivados em 
condições de adesão. A partir do ensaio de Western Blot, analisou-se a expressão protéica de p21
waf1
 
na linhagem melan-a mantida em suspensão por 24 horas (d24h) e ao longo do processo de 
transformação maligna dos melanócitos melan-a (A). Observa-se aumento da expressão de p21
waf1
 na 
linhagem melan-a mantida em suspensão por 24 horas e nas linhagens 4C, 4C11- e 4C11+ em relação 
aos melanócitos melan-a cultivados em condições de adesão. O gráfico mostra a razão entre expressão 
de p21
waf1
 e β-actina (B). Ma: melanócitos não tumorigênicos melan-a; 4C: melanócitos pré-malignos; 





























Figura 15. Localização subcelular de p21
waf1
 nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+. A 
localização de p21
waf1
 nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ foi determinada por meio da técnica de 
imunofluorescência indireta. As imagens foram adquiridas em microscópio confocal, no aumento de 40x. 
Observa-se predominância da proteína p21
waf1
 no citoplasma das células analisadas. Ma: melanócitos 
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4.2.5 - Expressão e localização subcelular de Cdk4 ao longo da gênese do melanoma 
 
 O perfil de expressão do mRNA de Cdk4 ao longo do processo de 
transformação maligna de melanócitos melan-a foi investigado por meio de qPCR. 
Observa-se que a expressão do mRNA de Cdk4 varia ao logo da transformação 
maligna de melanócitos: há aumento da expressão na linhagem 4C e 4C11- e 
diminuição na linhagem 4C11+ em relação aos melanócitos melan-a (Figura 16). 
 
Figura 16. A expressão do mRNA de cdk4 aumenta na linhagem intermediária 4C e tumorigênica 
não metastática 4C11- e diminui na linhagem de melanoma agressivo 4C11+. A expressão do mRNA 
de cdk4 nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ foi analisada por meio da técnica de qPCR. Observa-
se aumento da expressão do mRNA de cdk4 nas linhagens 4C e 4C11-, enquanto verifica-se diminuição 
na linhagem 4C11+ em relação aos melanócitos melan-a. No gráfico estão representados valores de 
expressão relativa, média +/- desvio padrão. Ma: melanócitos não tumorigênicos melan-a; 4C: 
melanócitos pré-malignos; 4C11-: melanoma não metastático; 4C11+: melanoma metastático. *p<0,05; 
**p<0,01. 
   
 
A localização de Cdk4 nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ foi verificada 
a partir da realização da técnica de imunofluorescência indireta. Adquiriram-se as 
imagens em microscópio confocal, no aumento de 40x. 
 Verifica-se que a proteína Cdk4 apresenta um padrão de distribuição bastante 
semelhante em todas as linhagens analisadas; essa se localiza tanto no 
compartimento nuclear quanto no compartimento citoplasmático (Figura 17).  
 
 
4.2.6 - Expressão e localização subcelular de ciclina D1 nas linhagens melan-a, 4C, 
4C11- e 4C11+ 
 
 A atividade da proteína Cdk4 é regulada por ciclina D1 durante a progressão do 
ciclo celular. Como foi observada alteração na expressão do mRNA de Cdk4, 
investigou-se se o mesmo poderia ocorrer com ciclina D1. Desta forma, com o intuito 
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de verificar se a expressão do mRNA de ciclina D1 varia ao longo do processo de 
transformação maligna de melanócitos melan-a realizou-se o ensaio de qPCR. 
 Nas linhagens 4C e 4C11- é observado aumento da expressão do mRNA de 
ciclina D1, e na linhagem 4C11+ é verificado diminuição, sendo todas estas 


















Figura 17. Localização de Cdk4 nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+. A localização de Cdk4 
nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ foi analisada por meio do ensaio de imunofluorescência. A 
aquisição das imagens foi feita em microscópio confocal, em aumento de 40 x. Observa-se um padrão de 
distribuição de Cdk4 semelhante em todas as linhagens analisadas, com expressão desta proteína tanto 
no núcleo quanto no citoplasma. Ma: melanócitos não tumorigênicos melan-a; 4C: melanócitos pré-
malignos; 4C11-: melanoma não metastático; 4C11+: melanoma metastático. 
 
 
Figura 18. Expressão do mRNA de ciclina D1 varia durante a gênese do melanoma a. A expressão 
do mRNA de ciclina D1 nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ foi avaliada por qPCR. Contata-se 
aumento da expressão do mRNA de ciclina D1 na 4C e 4C11- e diminuição na 4C11+, em relação aos 
melanócitos melan-a. Os números representados no gráfico correspondem aos valores de expressão 
relativa, média +/- desvio padrão. Ma: melanócitos não tumorigênicos melan-a; 4C: melanócitos pré-
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 A localização da ciclina D1 nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ foi 
analisada por imunofluorescência indireta. As imagens adquiridas em microscópio 
confocal foram aumentadas 40x. 
 Os resultados revelam que ciclina D1 apresenta padrão de distribuição 
parecido em todas as linhagens analisadas. Verifica-se que esta proteína está 
presente tanto no citoplasma, quanto também no núcleo das células. O perfil de 
distribuição de ciclina D1 é bastante semelhante ao padrão observado para a proteína 
Cdk4 (Figura 19).  
 
 
Figura 19. Localização de ciclina D1 nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+. Para determinar a 
localização de ciclina D1 nas linhagens do modelo de transformação maligna de melanócitos melan-a, 
realizou-se ensaio de imunofluorescência indireta e adquiriram-se as imagens em microscópio confocal, 
no aumento de 40x. Em todas as linhagens observa-se a presença de ciclina D1 no citoplasma e núcleo 
das células. Ma: melanócitos não tumorigênicos melan-a; 4C: melanócitos pré-malignos; 4C11-: 
melanoma não metastático; 4C11+: melanoma metastático. 
 
 
4.3 - Regulação dos componentes do ciclo celular ao longo da transformação 
maligna de melanócitos 
 
 Um número crescente de dados tem indicado que o câncer é também uma 
doença comandada por alterações epigenéticas (Jones & Baylin, 2002; Feinberg et al, 
2006; Baylin & Ohm, 2006; Esteller, 2006). Os eventos epigenéticos regulam a 
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atividade e a herança gênica independente da seqüência de nucleotídeos do DNA. Os 
principais mecanismos epigenéticos são a metilação de DNA e modificações em 
histonas e o padrão da organização da cromatina conferido por estes dois processos é 
hereditário. Para determinar se os componentes do ciclo celular podem ser regulados 
por mecanismos epigenéticos, as linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ foram 
tratadas com drogas que promovem a desmetilação progressiva do DNA (5azaCdR) e 
que inibem histonas desacetilases (TSA). 
 
 
4.3.1 - Tratamento da linhagem de melanócitos melan-a e linhagens derivadas 4C, 
4C11-e 4C11+ com drogas que promovem desmetilação progressiva do DNA e inibem 
histona deacetilases altera o fenótipo das células 
 
 A determinação da concentração da droga TSA, 5azaCdR e combinação  de 
ambas para posterior tratamento das células em ensaios subsequentes foi realizada 
após análise dos dados gerados pelo ensaio de MTT.  
As linhagens melan-a, 4C 4C11- e 4C11+ foram tratadas com diferentes 
concentrações – 10, 20 e 40 nM – da droga TSA, por 16 horas em meio RPMI com 
10% de SFB. Verifica-se que o tratamento das linhagens com TSA, em qualquer uma 
das concentrações testadas, não altera a viabilidade celular e ainda que o tratamento 
da linhagem 4C11- com 20 e 40 nM de TSA estimulou o crescimento dessas células 
(Figura 20). 
 Em seguida as linhagens foram tratadas com 5, 10 e 20 μM de 5azaCdR, por 
48 horas em meio RPMI com 10% de SFB. Observa-se que, nas linhagens melan-a, 
4C e 4C11-, o tratamento com 5azaCdR, nas diferentes concentrações testadas, não 
alterou a viabilidade das células. Na linhagem 4C11+, verifica-se diminuição da 
absorbância em todas as concentrações analisadas em relação ao controle não 
tratado, o que indica que a droga pode estar influenciando na taxa de proliferação 
dessas células (Figura 21).  
Após tratar as linhagens com as drogas 5azaCdR e TSA separadamente, 
realizou-se o tratamento combinado de 5azaCdR e TSA. A droga 5azaCdR foi 
administrada nas concentrações 5, 10 e 20 μM, por 48 horas seguido do tratamento 
com 40 nM de TSA, por 16 horas. Os valores da absorbância nas linhagens melan-a e 
4C11+ nos tratamentos com 5azaCdR e TSA nas seguintes condições: melan-a – 5 e 
10 μM de 5azaCdR e 40 nM de TSA e 4C11+ 5, 10 e 20 μM de 5azaCdR e 40nM de 
TSA – foram significativamente menores que os valores da absorbância dos controles. 
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Nas demais linhagens, os tratamentos não alteraram significativamente os valores de 
absorbância, em nenhuma das concentrações analisadas (Figura 22). 
 
Figura 20. O tratamento das linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ com TSA em diferentes 
concentrações não altera na viabilidade celular. A absorbância das linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 
4C11+ após incubação com MTT foi mensurada após estabilização das células em cultura (T= 0) e após 
fim do tratamento das células com diferentes concentrações de TSA. As células foram tratadas com 10, 
20 e 40 nM de TSA, por 16 horas em SFB 10%. A linhagem melan-a foi cultivada na presença de 200 nM 
de PMA. No gráfico estão representados os valores das médias da absorbância + desvios padrão. 
Legenda: C - controle. Ma: melanócitos não tumorigênicos; 4C: melanócitos pré-malignos; 4C11-: 
melanoma não metastático; 4C11+: melanoma metastático. *p<0,05; **p<0,01. 
 
 
Figura 21. Toxicidade da droga 5azaCdR nas linhagem de melanócitos melan-a e linhagens 
derivadas 4C, 4C11- e 4C11+. Após tratamento das células com 5, 10 e 20 μM de 5azaCdR, por 48 
horas em meio RPMI com 10% de SFB e 200 nM de PMA somente na linhagem melan-a, analisou-se a 
absorbância da solução após incubação com MTT. A absorbância foi mensurada após estabilização das 
células na cultura (T= 0) e após o fim dos tratamentos. No gráfico estão plotados valores das médias da 
absorbância + desvios padrão. Legenda: C - controle. Ma: melanócitos não tumorigênicos; 4C: 
melanócitos pré-malignos; 4C11-: melanoma não metastático; 4C11+: melanoma metastático. *p<0,05; 
**p<0,01. 




Figura 22. Tratamento de melanócitos melan-a e linhagens derivadas 4C, 4C11- e 4C11+ com a 
combinação das drogas 5azaCdR e TSA.  As linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ foram tratadas 
com 5, 10 e 20 μM de 5azaCdR, por 48 horas, seguido do tratamento com 40 nM de TSA, por 16 horas, 
em meio RPMI com 10% de SFB. A linhagem melan-a foi cultivada na presença de 200 nM de PMA. A 
absorbância foi medida após a estabilização das células em cultura (T= 0) e após os tratamentos. No 
grupo controle, as células não foram tratadas com nenhuma droga. Legenda: C - controle. Ma: 
melanócitos não tumorigênicos; 4C: melanócitos pré-malignos; 4C11-: melanoma não metastático; 4C11+: 
melanoma metastático. *p<0,05; **p<0,01. 
 
 
 Dados obtidos no laboratório mostram alterações bastante significativas nos 
níveis globais de metilação do DNA e no código de histonas ao longo da 
transformação maligna dos melanócitos melan-a (Campos et al., 2007; Molognoni et 
al., manuscrito em preparação). Assim, para verificar se modificações na maquinaria 
epigenética poderiam influenciar na morfologia das linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 
4C11+, estas foram tratadas com 5azaCdR 10μM, por 48 horas; com TSA 40 nM, por 
16 horas; e com a combinação de 5azaCdR 10 μM, por 48 horas, e TSA 40 nM, por 16 
horas, em meio RPMI 10% de SFB. Os melanócitos melan-a foram cultivados também 
com 200 nM de PMA. Seis horas após o término dos tratamentos, analisou-se a 
morfologia das linhagens tratadas e dos controles sem tratamento, por meio da 
aquisição de imagem em microscópio invertido, em aumento de 20X. 
 Ao longo do tratamento das linhagens melan-a e das linhagens derivadas com 
5azaCdR, TSA ou do tratamento combinado de 5azaCdR e TSA, observou-se 
alteração da morfologia dessas células (Figura 23). Essas alterações se mantiveram 
após 6 horas do fim dos tratamentos. Constata-se que as células tratadas apresentam 
fenótipo alterado em relação aos controles e que o tratamento combinado com as 
duas drogas promove maior modificação no fenótipo (Figura 23). A linhagem melan-a 
tratada apenas com 5azaCdR apresenta maior número de vesículas em seu 
citoplasma enquanto que a esta mesma linhagem tratada somente com TSA aparenta 
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tamanho reduzido. Já melan-a tratada com 5azaCdR e TSA possui fenótipo bastante 
alterado em relação ao controle não tratado. Nestas condições, as células adquirem 
maior quantidade de prolongamentos citoplasmáticos, sendo estas projeções bastante 
longas. As linhagens 4C e 4C11- tratadas apenas com 5azaCdR ou com TSA 
possuem células com maior quantidade de prolongamentos citoplasmáticos sendo que 
estas mesmas linhagens tratadas com a combinação de ambas as drogas apresentam 
morfologia estrelada. A linhagem 4C11+ tratada apenas com TSA não possui 
alterações fenotípicas significantes, enquanto que o tratamento com 5azaCdR parece 
influenciar no volume citoplasmático das células conferindo-as tamanho maior que o 
controle sem tratamento. Esta mesma linhagem, tratada com 5azaCdR e TSA, 
apresenta longos prolongamentos citoplasmáticos e também apresenta aumento no 
tamanho. Sugere-se que todas as linhagens após tratamento com 5azaCdR e TSA 




4.3.2 - Taxa de proliferação celular é alterada nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 
4C11+ após o uso de drogas desmetilantes de DNA e inibidores de histona 
deacetilases 
 
Após verificar que o tratamento das linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ 
com 5azaCdR, TSA e combinação das duas drogas altera o fenótipo das células, 
analisou-se se os mesmos tratamentos poderiam afetar a taxa de proliferação destas 
linhagens. Para tal, melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ foram tratadas com 10 μM de 
5azaCdR, por 48 horas, 40 nM de TSA, por 16 horas e combinação de 5azaCdR 10 
μM, por 48 horas, seguido por tratamento com TSA 40nM, por 16 horas, em meio 
RPMI 10% SFB. A linhagem melan-a foi cultivada na presença de 200 nM de PMA. 
Para análise da taxa de proliferação das células nas condições descritas, foi realizado 
o ensaio de MTT. Mensurou-se a absorbância após a estabilização das células em 
cultura (T= 0 antes do tratamento), depois do fim dos tratamentos (T= 0 depois do 






























Figura 23. Tratamento das linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ com 5azaCdR e TSA promove 
alteração na morfologia das células. Cultura das linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ em meio RPMI 
10% de SFB e 200 nM de PMA, apenas em melan-a. Observa-se que o fenótipo das células é bastante 
alterado pelo uso das drogas 5azaCdR (Aza), TSA ou combinação de ambas (Aza+TSA). As imagens 
foram adquiridas após seis horas do fim dos tratamentos em microscópio invertido, no aumento de 20x. 
Ma: melanócitos não tumorigênicos; 4C: melanócitos pré-malignos; 4C11-: melanoma não metastático; 
4C11+: melanoma metastático. 
 
 
O tratamento das linhagens com a droga 5azaCdR, que promove a 
desmetilação progressiva do DNA, e com TSA, que inibe histona deacetilases, 
influencia na velocidade de crescimento das células (Figura 24). O tratamento 
combinado das duas drogas induz maior efeito nas linhagens 4C e 4C11+, 
promovendo menor crescimento celular. Verifica-se também que o efeito das drogas 
sobre a proliferação celular é mantido mesmo após 96 horas do fim dos tratamentos, 
nas linhagens melan-a, 4C e 4C11- (Figura 24, A, B e C, respectivamente) e 24 horas 
do fim do tratamento na linhagem 4C11+ (Figura 24, D). Como as células 4C11+ 
proliferam em taxa muito acelerada, 24 horas após o fim do tratamento, as células 
controle, por não possuírem espaço e nutrientes suficientes, começam a morrer; assim 
o efeito das drogas sobre estas linhagens só pôde ser observado até 24 horas. As 
linhagens 4C, 4C11- e 4C11+ são mais sensíveis ao tratamento com 5azaCdR e ao 
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tratamento combinado de 5azaCdR e TSA, até 48 horas após seu término, do que a 
linhagem de melanócitos melan-a. O tratamento das células melan-a, nestas 
condições, não promove efeito tão grande sobre a proliferação celular quanto nas 
demais linhagens (Figura 24). 
 
Figura 24. Drogas que promovem desmetilação progressiva do DNA e inibem histona deacetilases 
alteram a taxa de crescimento das células melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+. A partir do ensaio de MTT, as 
taxas de crescimento das linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ foram analisadas após o tratamento 
com as drogas 5azaCdR (aza), TSA e  a combinação de 5azaCdR e TSA (aza+TSA).  Os tratamentos 
foram realizados da seguinte maneira: 5azaCdR, na concentração 10μM por 48 horas; TSA na 
concentração 40nM por 16 horas; 5azaCdR e TSA, 5azaCdR 10μM por 48 horas seguido por tratamento 
com TSA 40nM por 16 horas. A absorbância foi mensurada após a estabilização das células em cultura (-
12 horas), depois do fim dos tratamentos (t = 0), e até 96 horas após o fim dos tratamentos. Em A, está 
representada a linhagem melan-a, em B, C e D, as linhagem derivadas 4C, 4C11- e 4C11+, 
respectivamente. Legenda: C - controle.  
  
 
4.3.3 - Regulação da expressão de p53 por mecanismos epigenéticos  
 
4.3.3.1 - Expressão da proteína p53 não aumenta após tratamento da linhagem 
de melanoma metastático 4C11+ com as drogas 5azaCdR, TSA e combinação de 
ambas 
 
Na tentativa de induzir a expressão da proteína p53 na célula 4C11+ e analisar 
se a transcrição desta molécula pode ser regulada por mecanismos epigenéticos, 
submeteu-se esta linhagem ao tratamento com 5azaCdR, TSA e a combinação de 
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ambas as drogas. A linhagem 4C11+ foi tratada com 40 nM de TSA, por 16 horas; 
com 10μM de 5azaCdR, por 48 horas, e com a combinação de 10 μM de 5azaCdR, 
por 48 horas seguido de 40 nM de TSA, por 16 horas. Analisaram-se os efeitos destes 
tratamentos sobre a expressão da proteína p53 por meio de Western Blot, a partir de 
extratos celulares totais. A expressão de PCNA foi utilizada como controle interno dos 
extratos. 
Observa-se que a expressão da proteína p53 na linhagem 4C11+ não aumenta 
em nenhum dos tratamentos realizados, ao contrário, é notado ligeira diminuição de 
















Figura 25. O tratamento da linhagem 4C11+ com drogas que promovem desmetilação do DNA e 
inibem histona deacetilases não estimula aumento na expressão de p53. Realizou-se o ensaio de 
Western Blot para análise do efeito das drogas TSA, 5azaCdR (aza) e a combinação de 5azaCdR e TSA 
(aza+TSA) sobre a expressão da proteína p53 na linhagem 4C11+ (A). Neste experimento foram 
utilizados extratos totais e a expressão de PCNA como controle interno dos mesmos. Verifica-se 
diminuição da expressão de p53 nas linhagens tratadas com 5azaCdR e com combinação de 5azaCdR e 
TSA em relação ao controle sem tratamento. No gráfico estão representados valores da razão entre 
expressão de p53 e PCNA (dado da melan-a foi obtido no experimento mostrado na Figura 7). 
 
 
4.3.3.2 - Expressão da proteína p53 diminui após tratamento dos melanócitos 
melan-a com as drogas 5azaCdR, TSA e combinação de ambas 
 
 Após analisar o efeito do tratamento da linhagem 4C11+ com 5azaCdR e TSA, 
realizou-se o mesmo ensaio com a linhagem melan-a. Para tal, a linhagem melan-a foi 
tratada com 10 μM de 5azaCdR, por 48 horas, seguido do tratamento com 40 nM de 
TSA, por 16 horas. Posteriormente, verificou-se a expressão protéica de p53 por meio 
da técnica de Western Blot. Neste ensaio foram utilizados extratos celulares totais e 
como controle interno dos mesmos, a expressão e β-actina.   
A expressão de p53 após tratamento da linhagem melan-a com 5azaCdR e 
TSA diminui de maneira drástica em relação ao controle não tratado (Figura 26).  





















Figura 26. O tratamento da linhagem melan-a com drogas que promovem desmetilação do DNA e 
inibem histona deacetilases causa diminuição da expressão protéica de p53. Realizou-se o ensaio 
de Western Blot para análise do efeito do tratamento das linhagens melan-a e 4C11+ com a combinação 
das drogas 5azaCdR e TSA. Observa-se drástica diminuição na expressão de p53 na melan-a tratada em 
relação ao controle sem droga. Na linhagem 4C11+ nenhum efeito na expressão de p53 é observado 
após o tratamento em relação ao controle não tratado (A). A expressão de β-actina foi utilizada como 
controle interno dos extratos totais. O gráfico representa a razão da expressão de p53 sobre a de β-actina 
(B). Ma: melanócitos não tumorigênicos; 4C11+: melanoma metastático. O resultado mostrado é 




4.3.4 - Expressão de p21waf1 nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ aumenta 
após tratamento com 5azaCdR e TSA 
 
 Para determinar se a expressão do mRNA do gene p21waf1 pode ser regulada 
pela ação de mecanismos epigenéticos, tratou-se a linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 
4C11+ com combinação das drogas 5azaCdR e TSA e realizou-se o ensaio de qPCR. 
 Contata-se que após tratamento com 10 μM de 5azaCdR por 48 horas, seguido 
do tratamento com 40 nM de TSA por 16 horas, há aumento da expressão de mRNA 
de p21 em todas as linhagens analisadas em relação aos respectivos controles não 

























Figura 27. Expressão do mRNA de p21
waf1
 nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ aumenta após 
tratamento com 5azaCdR e TSA. A expressão do mRNA de p21
 waf1
 nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- 
e 4C11+ depois do tratamento das mesmas com 5azaCdR e TSA foi verificada por meio de qPCR. 
Observa-se aumento da expressão do mRNA de p21
waf1
 em todas as linhagens tratadas em relação aos 
controles não tratados. Foram plotados no gráfico valores de expressão relativa, médias e +/- desvios 
padrão. Ma: melanócitos não tumorigênicos; 4C: melanócitos pré-malignos; 4C11-: melanoma não 
metastático; 4C11+: melanoma metastático. *p<0,05; ***p<0,001. 
 
 
4.3.5 - Expressão de Cdk4 nas linhagens melan-a, 4C e 4C11- é alterada pela ação de 
agente desmetilante e inibidor de histona deacetilases 
 
 Para verificar se a expressão do mRNA de cdk4 pode ser alterada após 
modificação de alguns componentes que fazem parte da maquinaria epigenética, as 
linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ foram tratadas com 10 μM de 5azaCdR por 48 
horas e, subsequentemente, com 40 nM de TSA por 16 horas. Em seguida, analisou-
se o efeito desse tratamento por meio do ensaio de qPCR. 
 Constata-se que a expressão do mRNA de cdk4 na linhagem melan-a aumenta 
após tratamento com 5azaCdR e TSA, enquanto observa-se efeito contrário nas 
linhagens 4C e 4C11- em relação aos respectivos controles não tratados. Na linhagem 
4C11+, verifica-se que o efeito do tratamento sobre as duplicatas biológicas foi 
divergente, não sendo possível determinar sua consequência na expressão do mRNA 
























Figura 28. O tratamento das linhagens melan-a, 4C e 4C11- com 5azaCdR e TSA promove alteração 
na expressão do mRNA de cdk4. As linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ foram tratadas com 
5azaCdR e TSA e, em seguida, o efeito desse tratamento na expressão do mRNA de cdk4 foi analisado 
por meio da técnica de qPCR. Observa-se aumento da expressão do mRNA de cdk4 da linhagem melan-
a e diminuição nas linhagens 4C e 4C11- em relação aos controles não tratados. Na linhagem 4C11+, não 
é possível determinar o efeito do tratamento com 5azaCdR e TSA devido à disparidade dos resultados 
sobre a duplicata biológica. No gráfico estão representado os valores de expressão relativa, média +/- 
desvio padrão. Ma: melanócitos não tumorigênicos; 4C: melanócitos pré-malignos; 4C11-: melanoma não 
metastático; 4C11+: melanoma metastático. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
 
 
4.3.6 - Expressão de ciclina D1 varia após tratamento das linhagens melan-a, 4C e 
4C11- com droga que promove desmetilação do DNA e que inibe histona deacetilases 
 
 O efeito da modificação de alguns componentes da maquinaria epigenética 
sobre a expressão do mRNA de ciclina D1 também foi analisado. Para tal, as células 
foram tratadas com 10 μM de 5azaCdR, por 48 horas, e com 40 nM de TSA, por 16 
horas; em seguida, realizou-se ensaio de qPCR. 
 Verifica-se aumento da expressão do mRNA de ciclina D1 na linhagem melan-a 
tratada com 5azaCdR e TSA em relação ao controle melan-a não tratado e diminuição 
nas linhagens 4C e 4C11- em relação aos respectivos controles não tratados. Os 
resultados obtidos com a linhagem 4C11+ foram divergentes e, portanto, não foi 





















Figura 29. A expressão do mRNA de ciclina D1 varia nas linhagens melan-a, 4C e 4C11+ após 
tratamento com 5AzaCdR e TSA. As linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ foram tratadas com 
5azaCdR e TSA com intuito de estabelecer se este tratamento poderia influenciar na expressão do mRNA 
de ciclina D1; em seguida, realizou-se qPCR. Averigua-se que a expressão de melan-a aumenta depois 
do tratamento com 5azaCdR e TSA em relação ao controle não tratado e diminui nas linhagens 4C e 
4C11- em relação às células correspondentes não tratadas. O efeito do tratamento com 5azaCdR e TSA 
sobre a expressão do mRNA de ciclina D1 na linhagem 4C11+ não pôde ser estabelecido devido à 
divergência dos resultados da duplicata biológica. Os valores plotados no gráfico representam a 
expressão relativa, média +/- desvio padrão. Ma: melanócitos não tumorigênicos; 4C: melanócitos pré-
malignos; 4C11-: melanoma não metastático; 4C11+: melanoma metastático. ***p<0,001. 
 
 
4.3.7 - Caracterização de miRNAs diferencialmente expressos durante a gênese do 
melanoma  
 
 Com o intuito de estabelecer os miRNAs que possivelmente regulam a 
expressão dos componentes do ciclo celular durante a gênese do melanoma, 
determinou-se inicialmente o perfil de expressão destas pequenas moléculas 
reguladoras no processo de transformação maligna dos melanócito melan-a. 
 Foram descritos 25 miRNAs cuja expressão está alterada progressivamente ao 
longo da gênese do melanoma, sendo 11 cuja expressão encontra-se aumentada 
(Figura 30) e 14 no qual a expressão encontra-se diminuída (Figura 31).  
 
 




Figura 30. miRNAs com expressão progressivamente aumentada ao longo da gênese do melanoma. A expressão dos microRNAs foi 
avaliada por RT-PCR em tempo real, realizada em plataforma de microarranjos (TaqMan Rodent MicroRNA Arrays). Observa-se aumento 
progressivo da expressão de 11 miRNAs durante a transformação maligna os melanócitos melan-a. No gráfico estão plotados os valores de 

























































































































Figura 31. miRNAs com expressão progressivamente reduzida ao longo da transformação maligna dos melanócitos melan-a. A 
expressão dos microRNAs foi avaliada por RT-PCR em tempo real, realizada em plataforma de microarranjos (TaqMan Rodent MicroRNA 
Arrays). Constata-se diminuição progressiva da expressão de 14 miRNAs durante a gênese do melanoma. No gráfico estão plotados os 
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4.3.7.1 - Correlação entre miRNAs e seus possíveis mRNAs alvos 
 
 Após análise da expressão global do miRNAs e análise da expressão protéica 
e/ou dos mRNAs de alguns componentes que regulam o ciclo celular, realizou-se uma 
busca, em sites de predição, dos miRNAs  que apresentam como alvo  mRNA de p53, 
ciclina D1, Cdk4 e p21waf1. Os dados gerados nesta busca revelaram diversos miRNAs 
que podem regular os mRNAs descritos acima. Em seguida, estes dados foram 
cruzados com os dados de expressão dos miRNAs nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- 
4C11+ e, assim, determinou-se a correlação entre alguns miRNAs e os componentes 
do ciclo acima citados. 
Observa-se que o padrão de expressão da proteína p53 é exatamente inverso 
ao padrão de expressão do miRNA 138, que tem como um de seus alvos o mRNA de 
p53 (Figura 32, A e C). Como mencionado anteriormente, o tratamento dos 
melanócitos melan-a com 5azaCdR e TSA resulta na redução dos níveis de mRNA de 
p53 (Figura 32 B). Além disso, verifica-se que este miRNA é alvo de regulação 
epigenética, pois após tratamento da linhagens melan-a, 4C e 4C11- com 5azaCdR e 
TSA é constatado aumento de sua expressão (Figura 32 D).  




Figura 32. Correlação entre expressão da proteína p53 e expressão do miRNA 138 durante a 
gênese do melanoma. Em A, a expressão da proteína p53 foi analisada por Western Blot nas linhagens 
melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+. Em B, a expressão protéica de p53 foi verificada antes e depois do 
tratamento com 5azaCdR e TSA, também por Western Blot. Em C, a expressão do miRNA 138 nas 
diferentes células foi determinada após analise da expressão dos miRNAs. Em D, a expressão do miRNA 
138 antes e após tratamento com 5azaCdR e TSA nas diferentes linhagens. As setas verdes indicam 
aumento de expressão e setas vermelhas diminuição de expressão. 
 
 
Observa-se que o miRNA 340-5p pode regular mRNA de ciclina D1: enquanto 
a expressão do mRNA de ciclina D1 aumenta na linhagem 4C e 4C11- e diminui na 
linhagem 4C11+ em relação à melan-a, a expressão do miRNA 340-5p nestas mesma 
linhagens é exatamente oposta (Figura 33, A e C). Paralelamente, o tratamento com 
5azaCdR e TSA resultou na redução dos níveis de mRNA de ciclina D1 nas linhagens 
4C e 4C11- ao mesmo que levou ao aumento dos níveis do miRNA340-5p nestas 
mesmas linhagens (Figura 33, B e D).  







































































Figura 33. Expressão do mRNA de ciclina D1 durante a gênese do melanoma e correlação entre o 
mRNA de ciclina D1 e miRNA 340-5p no processo de transformação maligna de melanócitos 
melan-a. Em A, foi analisada por qPCR a expressão de mRNA de ciclina D1 nas linhagens melan-a, 4C, 
4C11- e 4C11+. Em B, a expressão de mRNA de ciclina D1 foi verificada antes e depois do tratamento 
com 5azaCdR e TSA, também por qPCR. Em C, a expressão do miRNA 340-5p nas diferentes células foi 
determinada a partir da análise de expressão dos miRNAs. Em D, a expressão do miRNA 340-5p  antes e 
após tratamento com 5azaCdR e TSA nas diferentes linhagens. As setas vermelhas representam 
diminuição de expressão e as setas verdes indicam aumento de expressão. 
 
 
Após determinar por sites de predição que o miRNA 678 apresenta 
complementaridade de bases com o mRNA de Cdk4, analisou-se a expressão destes 
mRNAs nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+. Verifica-se que o padrão de 
expressão do mRNA de Cdk4 é inverso em relação ao padrão de expressão do 
miRNA 678 nas linhagens  melan-a, 4C e 4C11- (Figura 34, A e C).  
O miRNA 678 parece ser alvo de regulação epigenética, já que o tratamento 
das linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ com 5azaCdR e TSA alteraram a 
expressão do mesmo (Figura 34 D). Além disso, observou-se correlação inversa entre 
expressão de Cdk4 e miRNA 678 após o tratamento com 5azaCdR e TSA nas 

























Figura 34. Expressão do mRNA de cdk4 durante a gênese do melanoma e correlação entre a 
expressão de mRNA de cdk4 e expressão do miRNA 678 nas linhagens melan-a, 4C 4C11- e 4C11+. 
Em A, foi analisada por qPCR a expressão de mRNA de cdk4 nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 
4C11+. Em B, a expressão de mRNA de cdk4 foi verificada antes e depois do tratamento com 5azaCdR e 
TSA, também por qPCR. Em C, a expressão do miRNA 678 nas diferentes células foi determinada após 
verificação da expressão dos miRNAs. Em D, a expressão do miRNA 678 antes e após tratamento com 




Verifica-se que o padrão de expressão da proteína p21waf1 é exatamente 
inverso ao padrão de expressão do miRNA 330 (Figura 35, A e C). Além disso, 
verifica-se que este miRNA pode ser alvo indireto de regulação epigenética, pois após 
tratamento com 5azaCdR e TSA é constatado diminuição de sua expressão nas 
linhagens melan-a e 4C e aumento nas linhagens 4C11-  e 4C11+ (Figura 35 D). O 
tratamento com 5azaCdR e TSA resulta em aumento nos níveis de mRNA de p21waf1 






















Figura 35. Expressão protéica de p21
waf1
 durante a gênese do melanoma e correlação entre a 
expressão de proteína de p21
waf1
 e expressão do miRNA 330 nas linhagens melan-a, 4C 4C11- e 
4C11+. Em A, foi analisada, por Western Blot, a expressão da proteína p21
waf1
 nas linhagens melan-a, 
4C, 4C11- e 4C11+. Em B, a expressão protéica de p21
waf1
 foi verificada antes e depois do tratamento 
com 5azaCdR e TSA, também por Western Blot. Em C, a expressão do miRNA 330 nas diferentes células 
foi determinada após análise da expressão do miRNAs. Em D, a expressão do miRNA 330 antes e após 
tratamento com 5azaCdR e TSA nas diferentes linhagens também determinada depois da análise de 




4.4 - Regulação do componente da maquinaria epigenética dnmt1 mediada por 
p53 
 
Após analisar a possível regulação dos componentes do ciclo celular pela 
maquinaria epigenética, analisou-se se p53 poderia regular a enzima Dnmt1. Para tal, 
foi avaliado inicialmente o perfil de expressão de Dnmt1 nas linhagens melan-a, 4C, 
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4.4.1 - Expressão de Dnmt1 ao longo da transformação maligna de melanócitos 
melan-a. 
 
 A expressão da proteína Dnmt1 foi analisada nas linhagens melan-a, 4C, 
4C11- e 4C11+ por meio da técnica de Western Blot. Os extratos utilizados neste 
ensaio correspondem a extratos celulares totais e a expressão de Erk foi usada como 
controle interno dos mesmos. 
 Observa-se que a expressão da proteína Dnmt1 aumenta significativamente 
nas linhagens 4C, 4C11- e 4C11+ em relação aos melanócitos melan-a (Figura 36).   
 
Figura 36. A expressão da proteína Dnmt1 aumenta ao longo da gênese do melanoma. A partir da 
técnica de Western Blot, verificou-se a expressão da proteína Dnmt1 nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 
4C11+ (A). Observa-se aumento da expressão de Dnmt1 em todas as linhagens analisadas em relação 
aos melanócitos melan-a. Como controle interno dos extratos totais utilizou-se a expressão de Erk total. 
Nos gráficos foram plotados valores da razão entre expressão de Dnmt1 e Erk (B). Ma: melanócitos não 
tumorigênicos melan-a; 4C: melanócitos pré-malignos; 4C11-: melanoma não metastático; 4C11+: 
melanoma metastático. Este resultado é representativo de três experimentos independentes. 
 
 
Em seguida, determinou-se a expressão da proteína Dnmt1 nos 
compartimentos citoplasmático e nuclear. Para tal, realizou-se o ensaio de Western 
Blot a partir de extratos protéicos das frações citoplasmática e nuclear e como controle 
interno dos mesmos utilizou-se, respectivamente, a expressão de tubulina e de 
nucleolina. Contata-se aumento da expressão da proteína Dnmt1 no citoplasma das 
linhagens 4C, 4C11- e 4C11+ em relação aos melanócitos melan-a cultivados em 
condição de adesão (Figura 37). O extrato nuclear da linhagem 4C11- foi utilizado 
como controle da extração das proteínas citoplasmáticas (Figura 37). 
 Em relação aos extratos nucleares, observa-se aumento da expressão da 
proteína Dnmt1 na linhagem melan-a mantida em suspensão por 24 horas e em 4C 
em relação à melan-a aderida ao substrato (Figura 38).  O extrato citoplasmático da 
A B
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linhagem melan-a foi utilizado como controle da extração das proteínas nucleares 
(Figura 38).  
 
Figura 37. Presença da proteína Dnmt1 no compartimento citoplasmático aumenta ao longo do 
processo de transformação maligna de melanócitos melan-a. A partir de extratos citoplasmáticos, 
analisou-se a expressão da proteína Dnmt1 nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ e em melan-a 
mantida em suspensão por 24 horas (D24h), por meio da técnica de Western Blot. Verifica-se que a 
expressão da proteína Dnmt1 aumenta nas linhagens 4C, 4C11- e 4C11+ em relação aos melanócitos 
melan-a aderidos ao substrato. O extrato nuclear da linhagem 4C11- foi utilizado como controle dos 
extratos citoplasmáticos e a expressão de tubulina, como controle interno de todos os extratos. Ma: 
melanócitos não tumorigênicos melan-a; 4C: melanócitos pré-malignos; 4C11-: melanoma não 
metastático; 4C11+: melanoma metastático. 
   
Figura 38. Aumento dos níveis protéicos de Dnmt1 no compartimento nuclear durante o bloqueio 
de ancoragem dos melanócitos melan-a. Para verificar se há variação na expressão da proteína Dnmt1 
no núcleo nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ e nos melanócitos melan-a mantidos em suspensão 
por 24 horas (D24h), realizou-se o ensaio de Western Blot a partir de extratos nucleares. Como controle 
dos extratos nucleares, utilizou-se o extrato citoplasmático de melan-a e a expressão de nucleolina foi 
utilizada como controle interno dos extratos. Verifica-se que há aumento da expressão da proteína Dnmt1 
no núcleo dos melanócitos melan-a desaderidos por 24 horas (d24h) e na 4C em relação a melan-a 
cultivada em condições de adesão ao substrato. Ma: melanócitos não tumorigênicos melan-a; 4C: 
melanócitos pré-malignos; 4C11-: melanoma não metastático; 4C11+: melanoma metastático. 
 
 
4.4.2 - Análise da interação entre p53 e dnmt1   
 
 Para determinar se a proteína p53 se associa com a proteína Dnmt1 nas 
linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ e em melan-a mantida em suspensão por 24 
horas, realizou-se o ensaio de imunoprecipitação de proteínas a partir de extratos 
celulares totais. Inicialmente, a processou-se a imunoprecipitação dos extratos com o 
anticorpo anti-p53, sendo as proteínas separadas em gel de poliacrilamida incubadas 
com o próprio anticorpo anti-p53. Em seguida, realizou-se a imunoprecipitação dos 
tubulina
dnmt1
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extratos com o anticorpo anti-Dnmt1 e as proteínas, separadas no gel de 
poliacrilamida, foram incubadas com anticorpo anti-p53.  
Observa-se nos extratos imunoprecipitados com anti-p53, cujas proteínas 
foram incubadas com mesmo anticorpo, a presença de banda na altura 
correspondente à p53 nas linhagens melan, 4C, 4C11- e melan-a mantida em 
suspensão por 24 horas e ausência desta mesma banda na linhagem 4C11+ (Figura 
39). Tal resultado corrobora o verificado por Western Blot (Figura 9), visto que 4C11+ 
não expressa p53. Em todas as linhagens analisadas, há bandas que correspondem a 
imunoglobulinas (cadeia pesada entre 55-70 KD). As linhagens imunoprecipitadas com 
anticorpo anti-Dnmt1 e reveladas com anti-p53 mostram que ocorre interação destas 
proteínas exclusivamente na linhagem melan-a, uma vez que a presença de banda 
correspondente a p53 só pode ser observada nesta linhagem celular (Figura 39). As 
demais bandas visualizadas correspondem à imunoglobulina.  
Para determinar se a proteína p53 pode se associar à região promotora de 
dnmt1 e regular a sua transcrição realizou-se o ensaio de imunoprecipitação de 
cromatina (ChIP).  
 Inicialmente foram desenhados iniciadores capazes de amplificar um fragmento 
que abrange sequências consenso de ligação de p53 no promotor do gene dnmt1. 
Para tal, a região a jusante do primeiro exon, correspondente ao promotor de dnmt1 foi 
analisada. Assim, foram determinadas as possíveis sequências consenso nas quais 
p53 se associa, e em seguida desenhou-se os iniciadores. Os iniciadores sintetizados 
abrangem três sequências nas quais p53 pode se associar (Figura 40). 
A qualidade dos iniciadores utilizados nas qPCR foi avaliada. A eficiência da 
reação para esses iniciadores foi de 100%, com R2 equivalente a 0,9989, com valor de 
threshold de 0,22. Além disso, observou-se que a curva de melting apresentou único 
pico para cada diluição, garantindo a alta especificidade dos iniciadores. 
Após a realização da qPCR com as amostras imunoprecipitadas (IP) com p53 
ou CD8 observa-se que p53 não interage com a região promotora de dnmt1 delimitada 











Figura 39. As proteínas p53 e Dnmt1 interagem na linhagem melan-a. A partir do ensaio de 
Imunoprecipitação de Proteínas é possível observar que p53 interage com Dnmt1 na linhagem melan-a 
(B). A imunoprecipitação com anticorpo anti-p53, seguida da incubação das proteínas, separadas em gel 
de acrilamida, com mesmo anticorpo revela que este ensaio de fato é adequado para imunoprecipitação 
(A). Além disso, é mostrada expressão dos extratos totais como controle interno dos extratos cujas 
proteínas foram imunoprecipitadas com aticorpo específico (A e B). Ma: melanócitos não tumorigênicos 








































Figura 40. Fragmento do promotor, parte do gene dnmt1 e indicação de regiões específicas 
desta sequência. As letras em vermelho grifadas em rosa representam o primeiro exon do gene 
dnmt1; grifado em azul estão representados os nucleotídeos nos quais ocorre o início da tradução; os 
nucleotídeos grifados em verde correspondem às possíveis regiões de ligação da proteína p53 
(sequências consenso); em amarelo, sequência TATA Box e, em vermelho, local no qual os iniciadores 
foram desenhados. 
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5 - DISCUSSÃO 
 
 Na tentativa de elucidar eventos responsáveis pela gênese do melanoma, 
foram analisados diferentes aspectos das linhagens 4C, 4C11- e 4C11+ que 
representam diferentes fases da transformação maligna dos melanócitos melan-a (ma) 
e mimetizam a progressão desta neoplasia. A linhagem 4C é intermediária no 
processo de transformação, incapaz de promover crescimento tumoral, semelhante a 
lesões pré-malignas como o nevo displásico. Já as linhagens 4C11- e 4C11+ são 
tumorigênicas, sendo que 4C11+ é mais agressiva, apresenta capacidade de 
metastatizar e se comporta como melanoma de fase de crescimento vertical, enquanto 
que a linhagem 4C11- é menos agressiva, não é capaz de formar metástases e se 
comporta como melanoma de fase de crescimento radial.  
A análise morfológica destas linhagens celulares indica que 4C e 4C11- 
apresentam morfologia mesenquimal e que as linhagens melan-a e 4C11+ possuem 
fenótipo epitelióide (Figura 4). A transição epitélio-mesênquima (EMT) consiste em um 
mecanismo fisiológico no qual as células epiteliais passam a apresentar capacidade 
de migração e invasão, após aquisição de fenótipo mesenquimal, durante o processo 
de desenvolvimento. No entanto, a EMT também está associada com progressão 
tumoral e metástase (Thiery, 2002). O fator de transcrição Snail1 é uma molécula 
crítica neste processo, pois é inibidor transcricional de E-caderina. No melanoma 
humano observa-se que a perda da expressão de E-caderina é um evento precoce 
durante a transformação maligna, no qual os melanócitos perdem a associação com 
os queratinócitos (Haass et al., 2005). A perda de expressão de E-caderina é 
acompanhada pelo aumento de N-caderina, que por sua vez facilita a invasão do 
melanoma na derme (Attis et al., 2006). Dados do laboratório mostraram que a 
expressão do transcrito e da proteína Snail1 aumenta nas linhagens 4C e 4C11-, 
corroborando o aspecto morfológico mesenquimal destas células e sugerindo um 
papel deste evento no desenvolvimento do melanoma. Além disso, observou-se que 
os níveis de expressão de Snail1 diminuem na linhagem 4C11+, que por sua vez 
retoma a morfologia epitelial (Morais et al., dados não publicados). Foi constatado 
também aumento da capacidade de migração das linhagens 4C e 4C11- (Monteiro et 
al., dados não publicados), o que indica que a EMT possa facilitar tal evento. A 
capacidade de migração na linhagem 4C11+ é ainda maior que a das linhagens 4C e 
4C11-, sugerindo que outras vias também participam deste processo. Mani e 
colaboradores (2008) verificaram que a indução da EMT da linhagem epitelial de 
mama (HMLE) resultou não só na modificação da morfologia das células para 
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mesenquimal, mas estas passaram a apresentar diversos marcadores de células-
tronco. A EMT da linhagem HMLE foi estabelecida após superexpressar a proteína 
Snail1 ou a proteína Twist nestas células, evidenciando ainda mais a importância 
destas moléculas na EMT. Neste trabalho, os pesquisadores notaram que a linhagem 
HMLE transformada com oncogene e submetida à EMT apresentou maior capacidade 
de formação tumoral do que a linhagem HMLE também transformada, porém sem ser 
induzida à EMT. Assim, é possível que a EMT tenha promovido aquisição do fenótipo 
mesenquimal pelas linhagens 4C e 4C11- e que esta modificação tenha sido 
fundamental no processo de transformação maligna dos melanócitos melan-a.  
Além disso, dados obtidos no laboratório mostram alterações bastante 
significativas não só nos níveis globais de metilação do DNA, mas também em genes 
específicos incluindo Snail1, ao longo da transformação maligna de melanócitos 
induzida por ciclos seqüenciais de bloqueio de adesão ao substrato (Campos et al., 
2007; Correa et al., 2005; Oba-Shinjo et al., 2006). Tal fato sugere que as 
modificações epigenéticas também apresentam papel fundamental na gênese do 
melanoma. Os dois principais eventos epigenéticos descritos são metilação do DNA e 
modificações pós-traducionais em histonas. Desta forma, as linhagens melan-a, 4C, 
4C11- e 4C11+ foram tratadas com as drogas que promovem desmetilação 
progressiva do DNA (5AzaCdR) e inibem histona deacetilases (TSA) e as 
conseqüências deste tratamento na proliferação e na morfologia das células foi 
investigada. Observou-se que o tratamento com 5AzaCdR e TSA alterou 
significativamente a morfologia das linhagens e também interferiu na taxa de 
proliferação das mesmas (Figuras 23 e 24), o que sugere que após este tratamento 
as células passam por um novo processo de reprogramação epigenética com impacto 
em seu fenótipo. As linhagens 4C e 4C11- e 4C11+ adquiriram morfologia de células 
dendríticas, como se tivessem adquirido um fenótipo mais diferenciando (Figura 23). 
Outro fator que reforça esta hipótese é que estas mesmas linhagens passaram a 
apresentar capacidade proliferativa menor, característica de células em estágios mais 
avançados no processo de diferenciação. Além disso, após este mesmo tratamento, 
células 4C11+, quando inoculadas subcutaneamente em camundongos, apresentaram 
menor capacidade de crescimento tumoral (Molognoni, Cruz et al., manuscrito em 
preparação). 
Após verificar alteração na capacidade de proliferação das linhagens que 
representam diferentes etapas da transformação maligna de melanócitos melan-a, 
investigou-se a expressão de diferentes componentes do ciclo celular. A proteína p53 
é uma molécula multifuncional que participa de diversos processos fisiológicos, tais 
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como metabolismo e adesão celular, respiração mitocondrial, autofagia, manutenção 
de células progenitoras e desenvolvimento (Junttila and Evan, 2009). No entanto, o 
principal papel de p53 consiste em coordenar a transcrição de diversos genes 
comprometidos com os checkpoints do ciclo celular em resposta ao dano ao DNA e 
estresse (Toledo and Wahl, 2006). Tal função surgiu, provavelmente, com intuito de 
proteger os organismos simples que habitavam os oceanos no período Cambriano dos 
danos no material genético na linhagem germinativa, consequência do ambiente hostil 
no qual estavam expostos (Junttila and Evan, 2009). Este papel foi mantido nos 
mamíferos, sendo conservado evolutivamente, o que conferiu à proteína p53 o 
codinome de “guardiã do genoma”. A função de p53 como supressor tumoral apareceu 
apenas recentemente na escala evolutiva como uma adaptação de organismos 
maiores, de vida longa e com capacidade de regeneração das células somáticas de se 
protegerem contra o desenvolvimento do câncer. Assim, a resposta de reparo ao dano 
no DNA e de supressor tumoral de p53 surgiu em momentos evolutivamente distintos, 
mas convergiram para proteger o organismo contra o acúmulo do dano no DNA e 
garantir a sua sobrevivência (Junttila and Evan, 2009). 
Devido à importância da proteína p53 e ao fato de que virtualmente todos os 
tumores apresentam alterações em vias upstream ou downstream a p53, diversos 
estudos foram desenvolvidos com a tentativa de elucidar o seu papel no processo de 
transformação maligna. No entanto, algumas questões essenciais ainda continuam 
sem respostas. Quais são os sinais que desencadeiam p53? Quão diversos são estes 
sinais e durante quanto tempo eles estão presentes durante a progressão tumoral? 
Entender quando p53 é ativado durante a carcinogênese pode indicar se a via de 
inativação desta molécula é requerida transitoriamente em alguma fase específica no 
processo de formação do tumor, ou se é um evento persistente no câncer. A 
elucidação desta questão poderia indicar se a restauração da expressão de p53 é útil 
como medida terapêutica. Além disso, p53 é uma molécula bastante pleiotrópica, 
sendo que, uma vez ativada, pode induzir uma variedade de vias: p53 pode induzir 
vias responsáveis pelo reparo e a recuperação das células em resposta ao dano e ao 
estresse, ou ainda ativar vias que promovem a morte das células afetadas. Neste 
contexto, é fundamental entender como p53 diferencia qual via de sinalização deve 
ativar e como respostas inapropriadas podem contribuir com a gênese do tumor. 
No intuito de elucidar o papel de p53 no desenvolvimento do melanoma, 
investigou-se a expressão desta proteína nas linhagens que representam diferentes 
fases da progressão tumoral dos melanócitos melan-a. Constatou-se aumento de 
expressão de p53 na linhagem pré-maligna 4C e tumoral menos agressiva 4C11-, e 
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ausência de expressão na linhagem metastática 4C11+ em relação aos melanócitos 
melan-a (Figura 9). Estas linhagens foram estabelecidas após submeter os 
melanócitos não tumorigênicos melan-a a ciclos sequenciais de bloqueio de adesão ao 
substrato por 96 horas. O estresse provocado pelo cultivo das células em suspensão 
resultou na produção de espécies reativas de oxigênio que poderiam causar dano no 
DNA. Aumento das espécies reativas de oxigênio foi observado já nas primeiras horas 
do bloqueio de ancoragem da linhagem melan-a (Campos et al., 2007), além de ter 
sido verificado aumento progressivo nas linhagens 4C, 4C11- e 4C11+ (Melo et al., 
manuscrito submetido à publicação). O dano ao DNA estimula a síntese de p53, o que 
poderia explicar o aumento da expressão desta proteína nas linhagens 4C e 4C11-. 
No entanto, no modelo utilizado observa-se a progressiva transformação maligna de 
melanócitos melan-a – representadas pelas linhagens 4C, 4C11- e 4C11+ – o que 
demonstra que o aumento de p53 não está sendo acompanhado de sua habilidade em 
suprimir o desenvolvimento tumoral. 
 Dados da literatura sugerem que dependendo do estímulo que induz aumento 
de p53, este não age como supressor de tumor. Christophorou e colaboradores (2006) 
demonstraram que o aumento de p53 em resposta ao dano ao DNA não é capaz de 
estimular sua função de supressor tumoral. Os autores utilizaram camundongos 
knockin p53KI/KI, no qual o gene que codifica p53 endógeno foi substituído por 
sequência de nucleotídeos que codifica a proteína de fusão p53ERTAM, dependente do 
ligante 4-hidroxitamoxifeno (4-OHT). Assim, estes camundongos deficientes em p53 
funcionavam como camundongos wild-type para p53 na presença de 4-OHT, sendo 
possível a manipulação da expressão desta proteína. Nos camundongos wild-type 
para p53 submetidos à radiação, os autores observaram aumento de apoptose 
dependente de p53 em tecidos radio-sensíveis e proteção contra desenvolvimento de 
câncer induzido pela radiação. Em camundongos p53-/- não foi observado apoptose 
nos tecidos radio-sensíveis e todos os animais morreram de linfoma. Os animais 
p53KI/KI tratados por seis dias com 4-OHT e então expostos à radiação apresentaram 
aumento de apoptose mediada por p53 em tecidos radio-sensíveis, semelhante aos 
camundongos wild-type, porém foram suscetíveis ao câncer, como os camundongos 
p53-/- ou p53KI/KI sem tratamento com 4-OHT. Além disso, os autores demonstraram 
que os sinais de ativação de p53 decaíram após 48-72 horas da irradiação, o que 
sugere que o dano ao DNA promove ativação temporária desta proteína. Em seguida, 
os pesquisadores verificaram o efeito do atraso no aumento de p53 na apoptose e na 
supressão do tumor. Para isso, os animais p53KI/KI foram primeiramente irradiados e 
após oito dias, tratados por seis dias com 4-OHT. Estes camundongos não 
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apresentaram células apoptóticas nos tecidos radio-sensíves, mas foram mais 
protegidos contra o desenvolvimento do câncer. Tais experimentos evidenciam que o 
dano no DNA pode desencadear aumento de p53 capaz de induzir apoptose, mas não 
necessariamente de proteger contra crescimento do tumor. Christophorou  e 
colaboradores (2006) demostraram ainda que p53 só desempenha função de 
supressor tumoral quando estimulado por 19ARF. A proteína p19ARF induz a expressão 
de p53, porém não é ativado pelo dano no DNA, sendo a expressão de p19ARF 
induzida por oncogenes (Zindy et al. 2003). Assim, camundongos  p53KI/KI e p19-/- (não 
expressam a proteína p19 ARF) e p53KI/KI foram irradiados e após oito dias, tratados por 
seis dias com 4-OHT. Os animais p53KI/KI e p19-/- não foram protegidos contra o 
crescimento do tumor e sobreviveram 50% menos do que os animais p53KI/KI, que 
apresentavam expressão de p19ARF. Os autores concluíram então que ativação de p53 
por meio do dano ao DNA é irrelevante para a supressão do tumor, ao menos que esta 
lesão promova ativação de oncogenes, que por sua vez levem à ativação de p19ARF, e 
só assim p53 poderia desempenhar papel de supressor tumoral. 
A quebra deste paradigma – dano no DNA sempre induz ativação da função de 
supressor tumoral de p53 – foi recentemente apoiada por pesquisa desenvolvida por 
Hinkal e colegas (Hinkal et al., 2009). Estes autores apresentaram resultados 
semelhantes aos de Christophorou e colaboradores, porém, em um modelo diferente. 
Ao invés de promover a expressão de p53, como Christophorou, Hinkal utilizou 
camundongos transgênicos no qual a expressão de p53 pôde ser manipulada por meio 
de sua deleção. O efeito da deleção de p53, antes, durante ou após a irradiação dos 
animais, na supressão do tumor foi avaliada pelo monitoramento da latência do 
aparecimento de tumores. De forma similar, os dados obtidos no nosso laboratório 
sugerem que a resposta de p53 ao dano no DNA no modelo utilizado é irrelevante 
para a proteção da transformação maligna de melanócitos melan-a induzida pelo 
estresse sustentado do bloqueio de ancoragem. 
Outros autores também questionaram a visão amplamente difundida de que 
injúrias no DNA sempre ativam a função de supressor tumoral de p53. Em condições 
não patológicas, o baixo nível de expressão de p53 é mantido por meio do equilíbrio 
de sua transcrição versus degradação, mediada principalmente por MDM2, que 
apresenta atividade de ubiquitina ligase e direciona p53 para degradação via 
proteossoma (Junttila and Evan, 2009). A ativação de p53 em resposta ao dano ao 
DNA ocorre devido a um conjunto de modificações pós-traducionais diretamente na 
proteína p53, ou em seus reguladores, por exemplo, MDM2. As proteínas quinases 
que respondem às lesões ao DNA e que ativam p53 são ATM, por meio da via Chk2 e 
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ATR, por meio da via Chk1 (Lavin and Gueven, 2006). Sluss e colaboradores (2004) 
desenvolveram camundongos nos quais p53 endógeno foi substituído por proteína 
mutante cuja serina 18, alvo de fosforilação e responsável por ativação de p53 pelas 
quinases que respondem ao dano ao DNA (Atm e Atr), foi substituída por alanina. 
Após submeter estes camundongos à radiação, os autores observaram redução da 
apoptose dependente de p53 no timo e baço, mas ainda assim os animas foram 
protegidos do desenvolvimento de tumores (Sluss et al., 2004). Liao e seus colegas 
(1999) demonstraram ainda que a ausência de Atm não interfere na função de p53 
como supressor tumoral em um modelo de tumor cerebral (Liao et al., 1999), 
evidenciando ainda mais que a ativação de p53 pelo dano no DNA não 
necessariamente estimula sua função supressora tumoral. 
A proteína p19ARF, codificada a partir do locus Ink4a-Arf, quando estimulada, 
promove aumento da expressão da proteína p53 por meio da inibição de MDM2 
(Pomerantz et al., 1998). Foi verificado aumento de expressão protéica de p19ARF nas 
linhagens 4C e 4C11- e ausência de expressão nas linhagens metastáticas 4C11+, 
Tm1 e Tm5, em relação aos melanócitos melan-a e aumento da expressão de MDM2 
nas linhagens metastáticas em relação aos melanócitos melan-a (Molognoni, 2008, 
dissertação de Doutorado). Assim, a diminuição de p53 na linhagem 4C11+ poderia 
ser decorrente do aumento de sua degradaçao via proteassoma. Para tentar induzir 
aumento da expressão da proteína p53 na linhagem 4C11+, as células foram tratadas 
com inibidor da degradação protéica via proteassoma, MG132. Verificou-se que a 
expressão de p53 na linhagem 4C11+ não aumentou após tratamento com MG132 
(dado não mostrado). Como foi demonstrado que as linhagens metastáticas 
apresentam alta expressão de MDM2 e baixa expressão de p19ARF, e o tratamento 
com MG132 não reverteu expressão protéica p53 na linhagem 4C11+, contata-se que 
a baixa expressão de p53 nesta linhagem não deve ser reflexo apenas do aumento da 
expressão de MDM2 e diminuição de p19ARF. Se a proteína p53 fosse regulada 
somente por p19ARF no modelo utilizado, o tratamento da 4C11+ deveria ser 
acompanhado por aumento da expressão de p53. Neste caso, MG132 estaria, mesmo 
que indiretamente, fazendo papel do p19ARF. Enquanto p19ARF recruta MDM2 e impede 
marcação de p53 para degradação, MG132 inibe a degradação, e em ambas as 
situações haveria aumento de p53. Tais resultados sugerem que outros componentes 
auxiliam p19ARF no processo de regulação de p53. 
Além disso, foi demonstrado que a expressão de p19ARF na linhagem Tm5, 
linhagem semelhante à 4C11+, cujo promotor apresenta ilhas CpG, pode ser revertida 
parcialmente pelo tratamento com 5AzaCdR ou com TSA, revelando que mecanismos 
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epigenéticos podem ter papel na regulação da expressão de p19ARF nas linhagens de 
melanoma metastático derivadas de melanócitos melan-a (Molognoni, 2008, 
dissertação de Doutorado).  
Como a expressão de p19ARF pode ser regulada epigeneticamente, verificou-se 
se o mesmo poderia ocorrer com p53. Assim, na tentativa de induzir a expressão da 
proteína p53 nas linhagens melan-a e 4C11+ e analisar se a transcrição desta 
molécula pode ser regulada por mecanismos epigenéticos, submeteu-se esta 
linhagem ao tratamento com 5AzaCdR, TSA e a combinação de ambas as drogas. 
Apesar de p53 não apresentar ilha CpG, foi demonstrado que, para alguns genes, a 
metilação do DNA em um único CpG pode ser suficiente para modificar a expressão 
gênica. Murayama e colaboradores (2006) verificaram que, após ativação de linfócitos 
T CD4+, o aumento da transcrição de IL2 observado foi consequência da mudança do 
status de metilação de um único CpG no promotor deste gene e que esta modificação 
foi necessária e suficiente para desencadear a transcrição deste gene. Além disso, 
estes autores demonstraram que a modificação da metilação deste único CpG 
promoveu alteração da ligação de fatores transcricionas na mesma região, o que  
facilitou a transcrição de IL2 em linfócitos T CD4+ previamente ativados, em condição 
de repouso. As ilhas metiladas que impedem transcrição gênica é um fenômeno 
estável, sendo o silenciamento mediado por metilação, em condições não patológicas, 
permanente (Jones and Baylin 2002). Assim, o mecanismo de regulação mediada pela 
metilação de um único CpG é ideal para proteínas que devem ser sintetizadas de 
maneira rápida e em condições específicas, como foi demonstrado para a interleucina-
2 (Murayama et al. 2006). A dinâmica deste processo de metilação e desmetilação, 
nestas condições, pode ser comparada a um interruptor, possibilitando e impedindo a 
transcrição, segundo as necessidades da célula. Neste contexto, p53 se torna forte 
candidato para regulação por metilação. O tratamento da linhagem 4C11+ com 
5AzaCdR e TSA não promoveu aumento da expressão de p53 (Figura 25) e ainda 
induziu redução de expressão na linhagem de melanócitos melan-a (Figura 26), 
indicando que p53 não é regulado diretamente por modificações epigenéticas mas 
pode ser alvo de regulação de alguma molécula que, por sua vez, é regulada por 
mecanismos epigenéticos.  
Conforme descrito acima, o mesmo tratamento com 5AzaCdR ou TSA 
estimulou aumento de expressão de 19ARF nas linhagens metastáticas. Assim, se p53 
fosse regulado somente por p19ARF, após tratamento de 4C11+ com 5AzaCdR ou 
TSA, deveria ser constatado aumento de p53, fato que não foi observado. Logo, este 
experimento evidencia mais uma vez que nas linhagens observadas deve haver outro 
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mecanismo de regulação para p53, possivelmente dependente da maquinaria 
epigenética, durante a gênese do melanoma. 
A indução de p53 pode promover apoptose, parada reversível do ciclo celular, 
ou senescência. A senescência é um mecanismo fisiológico no qual as células 
perdem, de forma irreversível, o potencial proliferativo. Durante o processo de 
senescência, as células passam a apresentar alterações morfológicas e expressar 
biomarcadores específicos, tal como β-galactosidase associada à senescência (SA-β-
gal). Como demonstrado, as linhagens 4C e 4C11- apresentam aumento da expressão 
de p53 em relação aos melanócitos melan-a (Figura 9). No modelo de transformação 
maligna de melanócitos melan-a, foi demonstrado que o aumento de p53 nestas 
linhagens é não acompanhado da ativação de seu papel de supressor tumoral.  Assim, 
o aumento da expressão de p53 observado poderia ser reflexo da tentativa de induzir 
estas células à senescência para evitar a proliferação das mesmas após dano no DNA 
provocado pelo aumento das espécies reativas de oxigênio. No entanto, verifica-se 
que as linhagens 4C e 4C11- não são senescentes, pois estas ainda possuem 
capacidade proliferativa (Figura 5). Assim, qual seria a consequência do aumento da 
expressão de p53 nas linhagens 4C e 4C11- e a perda de sua expressão na linhagem 
4C11+ e o seu papel na gênese do melanoma? 
Demidenko e colegas (2010) investigaram se, de fato, a proteína p53 é 
responsável pela indução da senescência, no entanto eles verificaram justamente o 
oposto: p53 é responsável pela inibição deste processo. Neste trabalho, os autores 
utilizaram linhagem celular HT1080, na qual inseriram vetor plasmidial, cuja expressão 
é dependente de isopropil-tio-galactosidase (IPTG) e apresenta sequência para 
codificar o gene p21waf1 – a linhagem transfectada foi denominada HT-p21-9. Neste 
modelo, os pesquisadores puderam estimular a expressão exógena de p21waf1, sempre 
que necessário, e assim induzir a senescência. Na mesma linhagem, o tratamento 
com nutlina-3a, inibidor da via p53-MDM2, promove aumento de p53 e induz a parada 
no ciclo celular. Neste caso, as células permanecem em estado de quiescência. O 
tratamento simultâneo desta linhagem com IPTG e nutlina-3a fez com que as células 
deixassem de se dividir, porém, estas não adquiriram morfologia de células em 
senescência. Os autores verificaram que nutlina-3a foi capaz de reverter a 
senescência promovida pelo IPTG e induzir a quiescência. Neste mesmo trabalho, foi 
demonstrado que tal evento é dependente de p53, uma vez que quando foram 
utilizadas células que expressam transdominante negativo de p53, não foi possível 
converter senescência em quiescência. Além disso, os autores evidenciaram que tal 
fato ocorre, pois p53 é capaz de inibir a via de sinalização de mTOR que induz 
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senescência. Segundo Demidenko e colegas (2010), embora durante muito tempo a 
indução da senescência tenha sido homologada à p53, nunca foi demonstrado que 
esta proteína ativa o programa da senescência.  
Desta forma, apesar de ser observado aumento da expressão de p21waf1 nas 
linhagens 4C e 4C11- (Figura 14), o que poderia promover indução da senescência, 
constata-se concomitante aumento da expressão da proteína p53. Tal aumento pode 
estar relacionado com inibição da senescência nas linhagens 4C e 4C11-, e com os 
eventos que favorecem a aquisição de fenótipo maligno pelas células. 
Na linhagem 4C11+, cujas células apresentam capacidade de metastatizar, 
observou-se perda de expressão de p53. A ausência de p53 e Rb foram observadas 
em células tumorais nas quais a homeostase dos centrossomos estava comprometida. 
A duplicação do centrossomo desempenha um papel crítico na manutenção da 
estabilidade genômica, pois permite a propagação do cariótipo diplóide entre as 
células filhas durante o processo de divisão celular. Neste contexto, D‟Assoro e 
colegas (2008) avaliaram as consequências da perda de p53 funcional na linhagem de 
câncer de mama MCF-7. Para tal, os pesquisadores utilizaram variante desta 
linhagem, vMCF-7DNp53, que expressa dominante negativo de p53 (p53 mutante na 
valina 135) e, portanto, anula a função de p53 endógeno. D‟Assoro e colaboradores 
(2008) verificaram que a perda de expressão de p53 funcional é acompanhada do 
aumento da capacidade proliferativa das células, amplificação dos centrossomos e 
ainda da aquisição de fenótipo tumoral mais agressivo, com o desenvolvimento de 
metástases distantes do tumor primário. A amplificação dos centrossomos promove o 
surgimento de células com alterações cromossômicas diferentes. Estes achados 
sugerem que a heterogeneidade das células tumorais observada no câncer é 
conferida pela perda de p53 que, por sua vez, é responsável pela desestabilização da 
homeostase dos centrossomos e consequente instabilidade cromossômica (D'Assoro 
et al. 2008). Na linhagem 4C11+, a perda de expressão de p53 poderia explicar o 
aumento de instabilidade genômica observada. Foi descrito que a linhagem melan-a 
não apresenta aberrações cromossômicas estruturais enquanto observa-se aumento 
progressivo destas aberrações nas linhagens 4C, 4C3- e 4C3+ (Souza et al., 2009). O 
mesmo foi observado nas linhagens 4C11- e 4C11+ (Souza, 2009, dissertação de 
Doutorado). As linhagens 4C3- e 4C3+ são equivalentes, respectivamente, às 
linhagens 4C11- e 4C11+, sendo que 4C3- expressa maior quantidade de p53 em 
relação à melan-a, e 4C3+ não expressa p53 (dado não mostrado). Além disso, 
averiguou-se que na linhagem 4C3+, 100% das células analisadas apresentaram 
fusões cromossômicas do tipo Robertsoniana e ainda verificou-se aumento da ploidia 
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nas mesmas. Tais características poderiam ser explicadas pela perda de expressão de 
p53, que levaria a alterações nos centrossomos e, em seguida, na segregação dos 
cromossomos. Desta forma, o fenótipo mais agressivo pela linhagem 4C11+, que 
confere capacidade de metastatizar é devido, pelo menos em parte, à perda de p53.  
As integrinas são receptores transmembrana responsáveis pela adesão das 
células à matriz extracelular e que também interagem com os receptores de fatores de 
crescimento gerando sinais intracelulares que regulam crescimento e sobrevivência 
(Lim et al. 2008). Uma das moléculas que participa da transdução dos sinais mediados 
por integrinas consiste na proteína p53 (Reddig and Juliano 2005). Em nosso modelo, 
as linhagens analisadas derivam de melanócitos melan-a submetidos a ciclos 
sequenciais de impedimento de adesão ao substrato, condição na qual a interação 
integrina / matriz extracelular fica comprometida. A variação na expressão da proteína 
p53 foi avaliada nas linhagens 4C, 4C11- e 4C11+. Assim, foi investigado se o breve 
bloqueio de ancoragem destas mesmas linhagens teria algum efeito na expressão de 
p53.  
O estresse corrobora com a ativação de p53 no intuito de promover alterações 
celulares que levariam à correção do dano causado (Junttila and Evan 2009). No 
entanto, o cultivo da linhagem melan-a desaderida do substrato por 24 horas 
promoveu diminuição dos níveis protéicos de p53 (Figura 7). Estas mesmas 
condições promovem alterações epigenéticas nos melanócitos melan-a (Campos et al. 
2007) e linhagens derivadas (Molognoni, Cruz, et al., manuscrito em preparação). 
Demonstrou-se também que o tratamento com 5AzaCdR e TSA promove diminuição 
da expressão de p53 nos melanócitos melan-a (Figura 26). As evidências sugerem 
que possíveis alterações epigenéticas promovidas em genes que regulam p53 e que 
causam diminuição da expressão desta proteína se sobrepõem aos efeitos do 
estresse oxidativo gerado durante o bloqueio de ancoragem. Deste modo, acredita-se 
que a diminuição da expressão de p53 observada nas condições de bloqueio de 
ancoragem na linhagem melan-a possa ser reflexo de alterações epigenéticas, que 
modificam sua expressão e interferem na capacidade de p53 em prevenir a parada do 
ciclo celular ou induzir apoptose, favorecendo assim a transformação maligna. Na 
linhagem 4C11-, que já é comprometida com um fenótipo tumoral, não é observado tal 
evento.     
Além disso, algumas células conseguem burlar a sinalização para a morte, pois 
desenvolvem mecanismos que aumentam suas chances de sobrevivência. Em células 
epiteliais e endoteliais, a ligação das integrinas com os componentes da matriz 
extracelular regula a sobrevivência, e a desestabilização desta interação promove 
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rápida indução de apoptose (Frisch and Francis 1994). Em alguns casos, a morte 
celular observada é resultado do aumento de p53 e Bax (Bachelder et al. 1999; 
Gilmore et al. 2000). Em células epiteliais transformadas e alguns tipos de fibroblastos, 
a ligação de integrinas com a matriz extracelular não é requerida para sobrevivência e 
a interrupção desta interação não é suficiente para desencadear apoptose. Lewis e 
colaboradores (2002) mostraram que algumas linhagens cultivadas em condição de 
desadesão ao substrato são menos suscetíveis à apoptose em resposta ao dano do 
DNA quando comparadas com os controles cujo dano ao DNA foi promovido nas 
células em condições de adesão. Neste trabalho, as linhagens em suspensão 
submetidas ao dano no DNA apresentaram menor expressão de p53 em relação aos 
controles, nos quais o dano foi induzido em condições de adesão e esta diminuição foi 
observada 15 minutos após o bloqueio de adesão. Os autores demonstram que a 
diminuição de p53, neste caso, foi consequência da diminuição da expressão de 
p19ARF, no qual por sua vez inibe a repressão de p53 mediada por MDM2. Assim, 
neste caso, observa-se que a resistência à apoptose das células em suspensão é 
consequência da perda de sinalização mediada por integrinas. Nestas condições, as 
células adquirem vantagens em relação ao seu controle aderido. Segundo esta visão, 
o bloqueio de adesão ao substrato das linhagens melan-a e 4C promove estresse 
oxidativo que, por sua vez, pode causar danos ao DNA. Porém, a falta da sinalização 
decorrente da ausência da interação entre integrinas e componentes da matriz 
extracelular não induz aumento de p53. Assim, o bloqueio de adesão ao substrato 
fornece às células vantagens de sobrevivência, fazendo com que estas sejam capazes 
de driblar condições adversas do ambiente que normalmente induziriam à morte 
celular. Em nosso modelo, observa-se que diversas proteínas apresentam sua 
expressão alterada em apenas 1 hora em suspensão, como observado com a proteína 
p53. Estas transformações iniciais provavelmente desempenham papel crucial na 
aquisição do fenótipo maligno observado em nosso modelo. Lim e colaboradores 
(2008) demonstraram que a perda de quinase de adesão focal (Fak), regulada por 
integrinas, ativa p53 durante a embriogênese de camundongos e que as células de 
embriões Fak-/- cultivadas ex vivo apresentam capacidade de proliferar devido à 
inativação de p53 e p21waf1. Estes pesquisadores também verificaram a via de 
sinalização Fak-p53 em fibroblastos humanos. Foi constatado que na ausência de 
Fak, a consequente elevação dos níveis da expressão de p53 fez com que estas 
células ficassem mais sensíveis ao dano no DNA e sofressem mais apoptose. Este 
trabalho é complementar ao de Lewis e colegas (2002) e propõe outro mecanismo 
molecular que desencadeia aumento da expressão de p53 quando há rompimento da 
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ligação de integrina a componentes da matriz extracelular. Desta forma, na ausência 
de Fak, ou seja, sem a sinalização de integrinas, há aumento de p53, que por sua vez 
induz morte celular.       
 A proteína p53 regula positivamente a transcrição de p21waf1 quando as células 
são expostas a agentes que promovem dano no DNA. A ativação desta via é 
fundamental para impedir o crescimento celular em condições adversas. A proteína 
p21waf1 foi classicamente caracterizada como uma molécula inibidora de quinases 
dependentes de ciclina (cdk), cuja função é bloquear a formação do complexo 
ciclina/cdk2 e regular negativamente a progressão do ciclo celular. Outro papel 
associado a p21waf1 reflete sua capacidade em se ligar ao antígeno de proliferação 
celular (PCNA) e bloquear a síntese de DNA (Gartel and Radhakrishnan 2005). No 
modelo estudado, como já mencionado, observou-se aumento de espécies reativas de 
oxigênio ao longo da gênese do melanoma, além disso, verificou-se alteração na 
expressão protéica de p53. Neste contexto, analisou-se a expressão da proteína 
p21waf1 nas linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+. Contatou-se aumento da 
expressão da proteína p21waf1 nas linhagens derivadas dos melanócitos melan-a, 
sendo este aumento significativamente maior na linhagem 4C11+ (Figura 14). Nos 
melanócitos melan-a cultivados em suspensão por 1, 3, 5 e 24 horas, observou-se 
aumento da expressão de p21waf1 (Figura 12). Desta forma, relata-se que a elevação 
dos níveis da proteína p21waf1 na linhagem 4C11+ e na linhagem melan-a em 
condições de bloqueio de adesão ao substrato é independente de p53, uma vez que 
nestas mesmas condições observa-se diminuição protéica de p53. Nas linhagens 4C e 
4C11-, o aumento da expressão de p21waf1 acompanha o aumento de p53, o que 
indica que nestas linhagens a expressão de p21waf1 ainda é regulada por p53.  
Apesar de ter sido descrito o papel de p21waf1 como molécula inibidora do ciclo 
celular, a inativação por mutação do gene que codifica esta proteína em diferentes 
tipos tumorais é extremamente rara (Shiohara et al. 1994). Além disso, constatou-se 
que, ao contrário do que é observado para a proteína p53 (camundongos knockout 
para p53 desenvolvem tumores espontâneos) (Donehower et al. 1992), camundongos 
knockout para p21waf1 não apresentam elevado índice de desenvolvimento de tumores 
espontâneos (Deng et al. 1995). Estes dados sugerem que p21waf1 pode contribuir para 
a o desenvolvimento de neoplasias. A visão tradicional de que p21waf1 atua 
exclusivamente como supressor tumoral vem sido derrubada por diversos trabalhos 
que mostram que p21waf1 pode apresentar funções oncogênicas. De fato, esta proteína 
foi encontrada superexpressa em diversos tipos de tumores e este aumento foi 
positivamente associado com agressividade e prognóstico ruim (Abbas and Dutta 
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2009). Mueller e colaboradores (2000) verificaram que a proteína p21waf1 é requerida 
para a manutenção do fenótipo transformado da linhagem celular de carcinoma de 
cólon HCT116. A deleção de p21waf1 na linhagem HCT116 resultou na perda da 
capacidade destas células em proliferar em suspensão, de formar colônias em soft 
agar e desenvolver tumor em membrana corioalontóide de galinha (Mueller, Cadenas, 
and Schonthal 2000). Além disso, Mueller e colegas (2000) observaram que a 
linhagem knockout para p21waf1 é mais sensível à quimioterapia do que a linhagem que 
expressa p21waf1 sugerindo que o aumento da expressão desta molécula, em alguns 
cânceres, pode estar relacionado com o fenótipo mais agressivo. Em outro estudo, 
Weinberg e colegas (1999) analisaram se o nível de p21waf1 poderia influenciar a 
formação e/ou progressão de tumores de pele em camundongos. Estes pesquisadores 
constataram que, na ausência de p21waf1, os camundongos apresentaram aumento do 
desenvolvimento de papiloma (tumor benigno) em comparação com os animais que 
expressavam p21waf1, porém que estes mesmos animais não tiveram aumento no 
potencial de transformação maligna destes tumores quando comparados com os 
camundongos que expressavam p21waf1. Assim, a contribuição de p21waf1 com a 
inibição do crescimento tumoral talvez seja limitada ao início do processo de 
transformação maligna e p21waf1 possa ser necessário em estágios mais avançados do 
desenvolvimento das neoplasias. No modelo de transformação maligna de 
melanócitos melan-a, tal fato é verificado, uma vez que: a linhagem 4C não 
tumorigênica e 4C11- tumorigênica não agressiva expressam quantidade moderada de 
p21waf1; que este aumento provavelmente é consequência da elevação dos níveis de 
p53 em resposta ao aumento das espécies reativas de oxigênio; e que a linhagem 
4C11+ comprometida com fenótipo extremamente agressivo apresenta altos níveis de 
p21waf1, sendo este aumento independente de p53. Portanto, no modelo analisado, 
observa-se uma relação entre a expressão de p21waf1 e a agressividade das células 
tumorais. Ruan e colaboradores (1998) verificaram que a expressão de p21waf1 em 
metástases de cérebro originárias de tumores distintos foi diferente em relação à 
expressão desta proteína nos tumores primários correspondentes. Assim, a 
especificidade dos tipos celulares, os diversos estágios de diferenciação, fatores 
ambientais e a combinação da expressão diferencial de oncogenes podem influenciar 
na contribuição de p21waf1 para formação tumoral (Mueller, Cadenas, and Schonthal 
2000). Dados da literatura mostram que p21waf1 estabiliza a interação entre ciclina D1 e 
cdk4/6, promovendo a formação de complexos ativos, assim, p21waf1 pode contribuir 
com a progressão do ciclo celular. No estudo de Mueller, as células cujo gene para 
p21waf1 se encontrava ausente apresentaram menor taxa de proliferação (Mueller, 
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Cadenas, and Schonthal 2000). Em nosso trabalho, a taxa de proliferação celular das 
linhagens 4C e 4C11-, cuja expressão de p21waf1 é menor que na linhagem 4C11+, é 
mais baixa que a taxa de proliferação de 4C11+, indicando que p21waf1 pode estar 
contribuindo com aumento da taxa proliferativa na linhagem mais agressiva. Além 
disso, a localização celular de p21waf1 também está relacionada com a sua função: a 
localização nuclear está associada com seu papel de inibir o crescimento e a 
expressão citoplasmática com seu papel oncogênico. O acúmulo de p21waf1 
citoplasmático promove sobrevivência das células, pois permite que p21waf1 interaja 
com proteínas relacionadas com o processo de apoptose, inibindo a atividade das 
mesmas e, ainda, quando p21waf1 está situado no citoplasma sua interação com os 
complexos ciclina/cdks e com PCNA fica comprometida, favorecendo a proliferação 
celular (Abbas and Dutta 2009). No modelo, verificou-se que a proteína p21waf1 está 
localizada majoritariamente no citoplasma das células em todas as linhagens (Figura 
15) e tal característica pode ter contribuído com a transformação maligna destas 
células durante a gênese do melanoma. 
Massoumi e colaboradores (2009) verificaram que Snail1 regula expressão de 
ciclina D1 e N-caderina por meio da molécula CYLD, um supressor tumoral que possui 
atividade de desubiquitinase, e que a elevada expressão de Snail1 e baixa expressão 
de CYLD em melanomas primários estão relacionadas com alto poder metastático in 
vivo. Massoumi e colegas (2009) observaram que, em linhagem de melanócitos 
humanos, a expressão de Snail1 é baixa enquanto expressão de CYLD é alta. Além 
disso, eles constataram aumento de expressão de Snail1 e diminuição de CYLD em 
diferentes linhagens de melanoma. Os autores verificaram que o promotor de CYLD 
possui sítio de ligação para Snail1, sendo que Snail1 funciona com repressor 
transcricional da proteína CYLD. A perda de CYLD nas linhagens de melanoma foi 
acompanhada pelo aumento da expressão de ciclina D1 e N-caderina. O ativador 
transcricional BCL-3, em sua forma ubiquitinada, é translocado para o núcleo e se 
associa aos promotores de ciclina D1 e de N-caderina, promovendo aumento da 
transcrição destas duas proteínas. CYLD é responsável por hidrolisar a ligação da 
ubiquitina de BCL-3. Assim, nas linhagens de melanoma, verificou-se que a ausência 
de CYLD, contribui com o aumento de BCL-3 ubiquitinada e, consequentemente, com 
o aumento da expressão de ciclina D1 e N-caderina. Em experimentos in vivo, 
Massoumi e colaboradores (2009) demonstraram que camundongos nude injetados 
com linhagem de melanoma transfectada com vetor que contém sequência para 
transcrição de CYLD apresentaram menor crescimento tumoral quando comparadas 
com comundongos nude injetados com células de melanoma transfectadas com vetor 
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vazio. Como já mencionado, dados do laboratório demonstraram que a expressão do 
mRNA de Snail1 acompanha o mesmo padrão observado para expressão do mRNA 
de ciclina D1. Em nosso modelo foi observado aumento da expressão de ciclina D1 
nas linhagens 4C e 4C11- e diminuição na linhagem 4C11+ em relação à linhagem 
melan-a (Figura 18). O aumento da expressão de ciclina D1 nas linhagens 4C e 4C11- 
e diminuição na linhagem 4C11+ pode ser resultado da expressão de Snail1 nas 
mesmas células. 
O perfil de expressão do mRNA de cdk4 (Figura 16) e p16INK4a (Morais et al., 
dados não publicados) no modelo de transformação maligna de melanócitos melan-a 
foi o mesmo observado para mRNA de ciclina D1 (Figura 18). O aumento da 
expressão do mRNA de p16INK4a  – proteína inibidora do complexo ciclina D1/cdk4 – 
acompanhou aumento da expressão do mRNA de ciclina D1 e cdk4 nas linhagens 4C 
e 4C11-, talvez na tentativa de impedir proliferação excessiva destas linhagens e 
contribuir com a manutenção do fenótipo normal das células. De fato, observa-se que 
4C apresenta taxa de proliferação apenas ligeiramente maior que melan-a e não é 
capaz de induzir crescimento tumoral in vivo, e a linhagem 4C11- prolifera em ritmo 
menor que melan-a e, apesar de promover crescimento do tumor in vivo, não é capaz 
de metastatizar (Figura 5). Desta forma, o aumento de ciclina D1 e cdk4, que poderia 
levar a um grande aumento da taxa de proliferação destas células, característica de 
linhagens tumorais, é inibido pela ação de p16INK4a, impedindo aumento excessivo da 
taxa de proliferação destas linhagens, como se fosse um mecanismo protetor para 
evitar a transformação maligna. No entanto, sabe-se que as linhagens 4C e 4C11- 
apresentam características diferentes dos melanócitos melan-a e que o aumento de 
ciclina D1 pode estar contribuindo com o processo de transformação maligna. Dados 
na literatura demonstram que ciclina D1 apresenta outras funções que são 
independentes da progressão do ciclo celular e estão relacionadas com aumento da 
capacidade de migração das células. Em nosso modelo foi observada presença da 
ciclina D1 e cdk4 também no citoplasma das células (Figuras 17 e 19), evidenciando 
que estas proteínas podem estar associadas com moléculas envolvidas com 
motilidade celular. A função clássica de ciclina D1 é promover a progressão do ciclo 
celular por meio da ligação com cdk4. Este complexo promove a fosforilação de Rb 
que, por sua vez, libera E2F, cujo papel é promover ativação transcricional de diversos 
genes envolvidos com a progressão do ciclo celular e com a síntese do DNA (Zhong et 
al. 2010). Diversos tumores expressam altas concentrações de ciclina D1, porém, este 
aumento não é acompanhado do aumento da expressão dos genes alvos de E2F 
sugerindo outra função para ciclina D1 (Arnold and Papanikolaou 2005). Assim, a 
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função oncogênica de ciclina D1 é pelo menos em parte independente de sua função 
como regulador do ciclo celular. Zhong e colaboradores (2010) demonstraram que a 
linhagem de câncer de mama MDA-MB-231, que expressa alta concentração de 
ciclina D1 e apresenta alta motilidade e capacidade de invasão, quando silenciada 
para o gene da ciclina D1 ou quando a atividade do complexo cdk4/6 e ciclina D1 
comprometida, apresentaram menor motilidade e menor capacidade de invasão. Neste 
trabalho, os pesquisadores verificaram que ciclina D1 se associa fisicamente com a 
proteína FLNa e promove sua fosforilação. FLNa regula eventos de sinalização que 
envolvem motilidade e invasão celular, e sua fosforilação está relacionada com sua 
ativação. Assim, a superexpressão de ciclina D1 contribuiu com o aumento de 
fosforilação de FLNa e, consequentemente, com o aumento de motilidade celular. Li e 
colegas (2006) identificaram outra via regulada por ciclina D1 relacionada com 
motilidade celular. Estes pesquisadores constataram que ciclina D1 reprime a 
expressão de ROCK II (quinase efetora de Rho), responsável em fosforilar proteínas 
do citoesqueleto, e TSP-1 (trambospondina 1), glicoproteína de matriz que inibe 
metastase celular; ambas relacionadas com diminuição de motilidade das células. Ao 
silenciar o gene para ciclina D1 em linhagem de fibroblastos de embrião de 
camundongo (MEF), verificaram diminuição na capacidade de migração, sendo que 
esta característica foi retomada inibindo ROCK ou neutralizando a ação de TSP-1 por 
meio de anticorpos. Além disso, Li e colaboradores (2006) verificaram que as células 
MEF ciclina D1 -/- e knockin para ciclina E fizeram com que esta linhagem 
recuperasse a capacidade de síntese de DNA, porém ainda apresentaram defeitos na 
capacidade de migração. Estes experimentos ressaltaram que a proteína ciclina D1 
apresenta funções diferentes e independentes.  
A linhagem 4C11+ apresenta baixos níveis de expressão de ciclina D1, Cdk4 e 
p16INK4a. Portanto, o aumento da expressão de ciclina D1 nas linhagens 4C e 4C11- 
poderia ser considerado um evento inicial da transformação maligna de melanócitos. 
Diversas alterações são necessárias para o inicio da progressão tumoral, sendo 
consideradas eventos desencadeadores da transformação tumoral, e nem sempre são 
necessárias para a manutenção do tumor (Meyle and Guldberg 2009). Desta forma, 
estas mesmas alterações tão cruciais para o início do desenvolvimento da 
transformação maligna podem ser perdidas em tumores mais agressivos como 
observado para linhagem 4C11+, cuja expressão de ciclina D1, Cdk4, p16 e outros 
genes volta a apresentar níveis equivalentes ou menores do que dos melanócitos 
melan-a. Assim, o presente modelo de estudo é bastante vantajoso em relação aos 
demais, pois diferentes etapas da gênese do melanoma são analisadas, permitindo a 
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verificação de diversos eventos que não podem ser observados em alguns trabalhos 
em que apenas os extremos – células normais e células tumorais agressivas– são 
analisados. Assim, muito sobre o início da transformação é perdido e diversas 
possibilidades terapêuticas podem estar sendo desperdiçadas.   
Dados do laboratório demonstram que o bloqueio de ancoragem de apenas 24 
horas dos melanócitos melan-a promoveu alterações no nível global de metilação do 
DNA: observou-se hipermetilação global progressiva do DNA ao longo de 1, 3, 5 e 24 
horas do bloqueio de ancoragem (Campos et al. 2007). Além disso, foi verificada 
hipometilação global progressiva das linhagens 4C, 4C11- e 4C11+ (Molognoni, Cruz, 
et al., manuscrito em preparação). Uma vez que modificações epigenéticas ao longo 
da gênese do melanoma foram observadas, investigou-se a expressão da enzima 
DNA metiltransferase 1 (dnmt1) nas linhagens que representam diferentes fases deste 
processo. A análise dos extratos celulares totais indicou aumento da expressão de 
dnmt1 nas linhagens 4C, 4C11- e 4C11+ em relação aos melanócitos melan-a (Figura 
36). Ao avaliar expressão protéica de dnmt1 em extratos nucleares, verificou-se 
aumento de dnmt1 nas linhagens 4C, 4C11- e 4C11+, não sendo constatada 
expressão na linhagem melan-a cultivada em suspensão por 24 horas em relação à 
linhagem melan-a cultivada aderida no substrato (Figura 38). Já nos extratos 
citoplasmáticos, observou-se aumento de expressão na linhagem melan-a em 
suspensão por 24 horas e na linhagem 4C, e não se contatou expressão de dnmt1 nas 
linhagens 4C11- e 4C11+ (Figura 37). Os resultados do perfil de expressão de dnmt1 
podem explicar o padrão de metilação do DNA observado nas linhagens melan-a, 4C, 
4C11- e 4C11+ e melan-a cultivada em suspensão. Uma vez que a enzima dnmt1 
promove a adição de grupamentos metila no DNA, sua função está relacionada com a 
localização nuclear. Assim, o aumento da expressão de dnmt1 no núcleo durante a 
desadesão é acompanhada pela hipermetilação global do DNA, enquanto que o 
aumento da expressão de dnmt1 nas linhagens 4C, 4C11- e 4C11+ é acompanhado 
com hipometilação global do DNA destas mesmas células.  
Além de ter sido observado aumento da expressão da enzima dnmt1 durante o 
processo de transformação maligna de melanócitos ma, verificou-se aumento 
progressivo de espécies reativas de oxigênio nas linhagens 4C, 4C11- e 4C11+ (Melo 
et al., manuscrito submetido). Mishra e colaboradores (2008) correlacionaram aumento 
de expressão de dnmt1 com capacidade de resistência da linhagem de fibroblastos de 
rato (208F) a substâncias que promovem estresse oxidativo (Mishra et al. 2008). Ao 
superexpressar c-Fos na linhagem 208F (CMV-c-Fos), os pesquisadores verificaram 
aumento da resistência destas células ao peróxido de hidrogênio (H2O2) em relação à 
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linhagem 208F. Em seguida, os pesquisadores analisaram os níveis de expressão de 
dnmt1 nestas células e constataram que a linhagem CMV-c-Fos superexpressa dnmt1. 
Ao tratar CMV-c-Fos com 5AzaCdR, droga que inibe a ação de dnmt1, foi verificado 
diminuição da resistência ao tratamento com H2O2, e a superexpressão de dnmt1 na 
linhagem 208F (CMV-DNMT1) aumentou sua resistência ao dano provocado por H2O2. 
Além disso, foi demonstrado que a expressão de dnmt1 é induzida por agentes que 
causam estresse oxidativo. A linhagem HCT116 exposta a três diferentes agentes que 
induzem estresse oxidativo apresentou aumento na expressão de dnmt1 e este 
aumento foi dose dependente, evidenciando ainda mais a relação entre dnmt1 e dano 
oxidativo. Verificou-se ainda que a linhagem HCT116 DNMT1-/- apresentou aumento 
de sensibilidade à exposição a H2O2. Em nosso modelo, o aumento de dnmt1 nas 
linhagens 4C, 4C11- e 4C11+ foi paralelo ao aumento do estresse oxidativo observado 
nestas mesmas linhagens. Assim, constata-se que a elevação dos níveis de 
expressão de dnmt1 pode estar relacionada com a capacidade de sobrevivência 
destas células em condições de estresse oxidativo. Além disso, neste modelo, é 
possível correlacionar o nível de expressão de dnmt1 e a agressividade do tumor, visto 
que a linhagem 4C11+ que expressa maior quantidade de espécies reativas de 
oxigênio expressa os maiores níveis dnmt1 (Figura 36). Foi demonstrado que, 
enquanto a redução da expressão de dnmt1 está relacionada com a reversão do 
padrão transformado de células em cultura, a indução da expressão foi capaz de 
induzir transformação da linhagem NHI 3T3 (Baylin et al. 1998). Tal fato evidencia 
dnmt1 como possível alvo molecular para futuras terapias, uma vez que seu aumento 
esta relacionado com resistência a agentes citotóxicos e, por isso, pode ser associado 
com fenótipo mais agressivo.  
A alteração na atividade de genes supressores tumorais e oncogenes pode ser 
consequência de mudanças no padrão epigenético. Diferentes mecanismos 
epigenéticos podem contribuir com a modificação da expressão gênica, sendo que 
hipometilação global do DNA (Feinberg and Vogelstein 1983), hipometilação e 
hipermetilação em regiões específicas do genoma, como promotores de oncogenes 
(Nakamura and Takenaga 1998), de supressores tumorais (Di Croce et al. 2002), de 
genes envolvidos com reparo do DNA (Edelmann et al. 1997) estão relacionados com 
o desenvolvimento do câncer. Como foi verificado alteração no padrão de metilação 
global das linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+, analisou-se se os componentes da 
maquinaria epigenética poderiam estar envolvidos na regulação da expressão dos 
componentes do ciclo celular. Após tratar as linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ 
com drogas que promovem desmetilação progressiva do DNA e inibem histona 
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deacetilases, observou-se alteração na expressão do mRNA de todos os genes 
avaliados: p21waf1 (Figura 13), ciclina D1 (Figura 18) e cdk4 (Figura 16). Além disso, 
constatou-se modificação na expressão protéica de p53 após o mesmo tratamento 
(Figura 8). Estes dados evidenciam que os componentes do ciclo celular podem ser 
regulados epigeneticamente e que a modificação deste padrão deve estar envolvida 
com a gênese do melanoma. Diferentes trabalhos mostram como a expressão dos 
componentes do ciclo celular pode ser afetada pela maquinaria epigenética. Peláez e 
colaboradores (2010) verificaram que o aumento da expressão de ciclina D1 na 
linhagem de adenocarcinoma Caco-H, que apresenta o oncogene Ha-RAS 
superexpresso, em relação à linhagem parental Caco-2, foi consequência de 
modificações pós-traducionais em histonas associadas ao promotor de ciclina D1 (a 
linhagem Caco-H apresenta fenótipo mais agressivo que Caco-2). Estes 
pesquisadores verificaram aumento de H3K9/14ac (marcas de ativação transcricional) 
e diminuição de H3K27me3 (marca de repressão transcricional) no promotor de ciclina 
D1 de Caco-H em relação à Caco-2. Em nosso modelo, foi observado aumento de 
expressão de ciclina D1 ao longo da transformação maligna nas linhagens 4C e 4C11- 
e este aumento pode ser reflexo não só da regulação mediada por Snail1, mas 
também de alterações em marcas de histonas, uma vez que estas mesmas linhagens 
quando tratadas com 5AzaCdR e TSA apresentam diminuição de expressão de ciclina 
D1. Dados do nosso laboratório indicaram que nesta etapa da transformação maligna 
de melanócitos ma, representadas por 4C e 4C11-, há aumento de marcas de histona 
relacionadas tanto com ativação (H3K4me2 e H4K16ac), quanto com inibição 
(H3K9me3) da transcrição (Meliso et al., dados não publicados). Alguns trabalhos já 
demonstraram que a expressão de p21waf1 é regulada por histona deacetilases (Gartel 
and Tyner 1999; Nakano et al. 1997). Nihal e colegas (2010), na tentativa de elucidar o 
efeito do tratamento combinado e separado com as drogas vorinostato (primeiro 
inibidor de histona deacetilase aprovado pelo FDA) e epigalocatequina-galato 
(substância antioxidante presente no chá verde), em linhagens de células de 
melanoma, analisaram a expressão de diversos genes relacionados com vias de 
proliferação e apoptose (Nihal, Roelke, and Wood 2010). Os autores observaram que 
o tratamento das linhagens de melanoma A-375, G-361 e Hs-294-T com vorinostato 
provocou aumento na expressão de p21waf1 e diminuição na expressão de Cdk4. O 
tratamento destas linhagens de melanoma com vorinostato ou epigalocatequina-galato 
ou combinação de ambos foi acompanhado da diminuição da capacidade proliferativa 
das células. Foi verificado em nosso modelo que, de fato, o tratamento das linhagens 
melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ com 5AzaCdR e TSA promoveu aumento da expressão 
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do mRNA de p21waf1. Além disso, foi averiguado aumento de expressão de Cdk4 ao 
longo do processo de transformação maligna de melanócitos melan-a nas linhagens 
4C e 4C11- e este aumento provavelmente está relacionado com o início da 
transformação maligna, uma vez que se observou diminuição de Cdk4 na linhagem de 
melanoma mais agressivo 4C11+. O tratamento com 5AzaCdR e TSA reduziu a 
expressão de mRNA de cdk4 nas linhagens 4C e 4C11-, sendo que esta diminuição 
poderia dificultar a transformação maligna de melanócitos melan-a. A regulação dos 
componentes do ciclo celular por mecanismos epigenéticos pode ser ainda mediada 
de forma indireta, ampliando ainda mais o papel dos eventos epigenéticos no controle 
da via envolvidas com a proliferação celular. 
Além de ter sido verificado que a maquinaria epigenética pode regular 
componentes do ciclo celular, foi demonstrado que componentes do ciclo celular 
também podem participar do controle da maquinaria epigenética. Estève e 
colaboradores (2005) verificaram que a proteína p53 se associa com a proteína dnmt1 
e que esta interação interfere na atividade de dnmt1. Primeiramente, estes 
pesquisadores observaram, por meio do ensaio de imunoprecipitação, que após 
tratamento da linhagem HCT116 com doxorrubicina (substância que promove dano no 
DNA e estimula a expressão de p53), a proteína p53 se associou a dnmt1 e, ainda, 
que houve aumento da atividade de dnmt1. Ao incubar fragmentos de DNA genômico 
com dnmt1, na presença ou ausência de p53 purificado, foi constatado aumento da 
incorporação de grupamento metila no DNA genômico da linhagem de MCF-7 na 
presença de p53 quando comparado com incorporação do grupamento metila no DNA 
genômico de bactéria, que não apresenta genes responsíveis a p53. Em seguida, 
estes pesquisadores verificaram que a metilação do promotor do gene da survivina, 
que apresenta tanto sítio de ligação para p53 quanto ilhas CpG, pode ser influenciada 
pela interação entre p53 e dnmt1. Foi mostrado que nas linhagens HCT116 dnmt1-/- 
ou HCT116 p53-/- cotransfectadas com o promotor para survivina e tratadas com 
doxorrubicina não houve metilação do promotor de survivina, enquanto que na 
linhagem HCT116 selvagem foi verificada metilação neste promotor. Desta forma, p53 
regula dnmt1 atuando indiretamente no processo de repressão da transcrição gênica. 
No nosso modelo, foi constatado que a associação entre p53 e dnmt1 está presente 
apenas na linhagem melan-a (Figura 39), o que indica que nesta linhagem a 
regulação de dnmt1 mediada por p53 contribui com a manutenção da estabilidade 
genômica. Estes resultados ressaltam a importância da alteração dos eventos 
epigenéticos no desenvolvimento do câncer. A falta da interação de p53 e dnmt1 nas 
linhagens 4C, 4C11- e 4C11+ poderia, por exemplo, comprometer o silenciamento de 
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oncogenes nestas células e assim favorecer o processo de transformação maligna de 
melanócitos melan-a. É importante ressaltar que a ausência desta interação já é 
observada em melanócitos melan-a em suspensão por 24 horas, sugerindo ainda que 
o desbalanço entre a regulação de p53 e dnmt1 é importante como um evento inicial 
da gênese do melanoma. 
Peterson e colaboradores (2003) demonstraram que p53 também pode regular 
a expressão de dnmt1 por meio de sua associação com o gene de dnmt1. Foi 
verificado que na linhagem HCT116 p53-/- houve aumento da expressão de dnmt1 em 
relação a HCT116. Neste estudo, os pesquisadores verificaram que a ativação de p53 
por meio do dano no DNA desestabilizou a ligação de p53 no gene de dnmt1, 
demonstrando que a ativação de p53 libera a repressão da transcrição de dnmt1 
mediada por esta molécula. Em nosso modelo, a análise da região promotora do gene 
para dnmt1 indicou possíveis sítios de ligação para p53, o que sugere que p53 poderia 
regular a expressão de dnmt1 durante a gênese do melanoma (Figura 40). No 
entanto, o ensaio de imunoprecipitação de cromatina revelou que, na região analisada, 
p53 não se associa ao promotor de dnmt1 (dado não mostrado). Tal resultado, no 
entanto, não exclui a possibilidade de p53 de se ligar em outras regiões do promotor 
de dnmt1, uma vez que os iniciadores utilizados não abrangeram todas as possíveis 
sequências de ligação de p53. Além disso, há indícios em nosso modelo que p53 
regula expressão de dnmt1. A linhagem 4C11+, que não expressa p53, expressa os 
maiores níveis de dnmt1 (expressão nuclear) e apesar de ser observado que o 
aumento p53 é acompanhado pelo aumento de dnmt1 nas linhagens 4C e 4C11-, 
acredita-se que nestas linhagens p53 encontra-se na sua forma ativa devido à alta 
concentração de espécies reativas de oxigênio. Desta forma, ainda está sob 
investigação a possível interação de p53 com o promotor de dnmt1 nas linhagens 
derivadas de melanócitos melan-a e papel desta interação na gênese do melanoma.  
Os miRNAs correspondem a moléculas de RNA não codificantes de 
aproximadamente 22 nucleotídeos que regulam negativamente a expressão gênica 
por meio da degradação ou inibição do mRNA alvo (Pasquinelli, Hunter, and Bracht 
2005; Bartel 2004). Um único miRNA pode regular a expressão de diversos genes 
alvos, enquanto diversos miRNAs podem agir de forma sinérgica em um mesmo alvo 
(Bartel 2004). Wang e colaboradores (2010) verificaram que o estresse oxidativo pode 
interferir na expressão dos miRNAs. Estes pesquisadores demonstraram que o 
tratamento da linhagem celular OC-1 com droga que induz produção de espécies 
reativas de oxigênio (t-BHP) promoveu o aumento de expressão de 35 miRNAs e 
diminuição de 40 miRNAs. A análise do perfil de expressão dos miRNAs nas linhagens 
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melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ indicou alteração da expressão de diversos miRNAs em 
cada etapa deste processo, sendo encontrados 11 miRNA progressivamente 
upregulados (Figura 30) e 14 downregulados (Figura 31). Acredita-se que o aumento 
das espécies reativas de oxigênio tenham influenciado na modificação da expressão 
dos miRNAs dos melanócitos melan-a e assim, contribuído ativamente com a gênese 
do melanoma. Nos últimos anos determinou-se que no processo de formação de 
diversas neoplasias estão envolvidas não só alterações genéticas e epigenéticas, mas 
foi estabelecido que os miRNAs desempenham papel crucial no desenvolvimento do 
câncer. Assim, após verificar que os componentes do ciclo celular podem ser 
regulados por mecanismos epigenéticos estabeleceu-se correlação entre os miRNAs 
desregulados ao longo da transformação maligna dos melanócitos melan-a e os 
mRNA dos componentes do ciclo celular avaliados. Verificou-se que o miRNA 138 tem 
como alvo o mRNA de p53 (Figura 32). Alguns trabalhos demonstraram que o miRNA 
138 está envolvido no processo de desenvolvimento tumoral. Zhao e colegas (2010) 
verificaram que o aumento da expressão do miRNA 138 pode reverter o fenótipo de 
resistência a drogas na linhagem de leucemia HL-60/VCR. Mitomo e colaboradores 
(2008) mostraram que a diminuição da expressão deste mesmo miRNA foi 
acompanhada do aumento da expressão da subunidade da enzima telomerase hTERT 
em linhagem de carcinoma de tireóide humano. O aumento da expressão de 
telomerase está correlacionado com aumento da capacidade de sobrevivência das 
células. Estes dois trabalhos indicam o miRNA 138 como supressor tumoral. Em nosso 
modelo constatou-se diminuição da expressão do miRNA 138 nas linhagens 4C e 
4C11- e aumento bastante acentuado desta molécula na linhagem 4C11+ (Figura 32). 
Como miRNA 138 possivelmente regula a expressão de p53, acredita-se que um dos 
mecanismos de ação de miRNA 138 nas linhagens estudadas seja por meio deste 
supressor tumoral. Assim, sugere-se que este miRNA em nosso modelo funcione 
como um oncomiR. No entanto, sabe-se que os miRNAs são capazes de regular 
diversos alvos, o que não excluiu outros mRNA alvos do miRNA138, como a 
subunidade hTERT da telomerase, conforme sugeriu o trabalho de Mitomo e colegas. 
Em nosso modelo, foi verificado que o miRNA 330 possivelmente regula o mRNA de 
p21waf1 (Figura 33), sendo que sua expressão encontra-se diminuída ao longo do 
processo de transformação maligna de melanócitos melan-a. Lee e colegas (2009) 
verificaram que linhagens de câncer de próstata expressam menor quantidade do 
miRNA330 do que linhagens epiteliais de próstata não transformadas. Neste trabalho, 
os pesquisadores identificaram, como alvo do miRNA 330, o mRNA de E2F1. A 
superexpressão do miRNA 330 na linhagem de câncer de próstata promoveu parada 
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de crescimento celular e aumento de apoptose via redução da fosforilação de AKT 
mediada por E2F1. Segundo o trabalho Lee e colegas (2009), o miRNA330 age como 
supressor tumoral. Em nosso modelo, os miRNA 678 e miRNA 340-5p podem regular 
os mRNA de cdk4 (Figura 34) e ciclina D1 (Figura 35), respectivamente. Uma busca 
na literatura para identificar trabalhos relacionados com estes miRNAs revelou que 
nenhum estudo ainda foi realizado envolvendo estas duas moléculas. De fato, pouco 
se sabe sobre miRNAs específicos e as bases moleculares envolvidas com suas vias 
de regulação. Esta situação fica ainda mais obscura quando se relaciona miRNAs, 
ciclo celular e melanoma. No entanto, já foi descrito que a expressão dos miRNAs 
pode, por sua vez, ser regulada por diversos mecanismos como: anormalidades 
cromossômicas (grande parte das sequências que codificam miRNA estão localizadas 
em regiões de sítio frágil); mutações, polimorfismos, alterações na maquinaria que 
processa os miRNAs e alterações epigenéticas (Iorio, Piovan, and Croce 2010). Os 
mecanismos epigenéticos envolvidos na regulação dos miRNAs são metilação de 
promotores e modificações pós-traducionais em histonas. A análise das sequências 
genômicas envolvidas com a expressão de miRNAs revelou que metade deles contém 
ilhas CpGs (Weber et al. 2007). Os miRNAs descritos acima são alvos da maquinaria 
epigenética, pois o tratamento das linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ com 
5AzaCdR e TSA alterou a expressão destes miRNAs. A próxima etapa deste estudo 
será validar as correlações feitas entre os miRNAs e os componentes do ciclo celular.  
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6 - CONCLUSÃO 
 
 
 Ao longo deste trabalho foi possível determinar a dinâmica de expressão dos 
componentes do ciclo celular p53, p21, ciclina D1 e cdk4 durante o processo da 
gênese do melanoma. Os dados obtidos pela utilização de um modelo que mimetiza 
as distintas fases desta neoplasia – nevo displásico, melanoma de crescimento radial 
e melanoma de crescimento vertical – sugerem que, em cada etapa da progressão 
maligna dos melanócitos, estas moléculas apresentam funções distintas. Assim, este 
estudo indica que alguns dos componentes do ciclo poderiam ser considerados alvos 
para futuras terapias contra diferentes fases da progressão do melanoma. Tal 
abordagem visa aumentar a eficiência dos novos tratamentos, uma vez que moléculas 
chave envolvidas na transformação seriam atingidas. Além disso, neste trabalho foram 
determinados alguns dos possíveis reguladores dos componentes do ciclo celular. A 
maquinaria epigenética e os miRNAs estão direta, ou indiretamente, envolvidos na 
expressão de p53, p21waf1, ciclina D1 e Cdk4 (Figura 41). Desta forma, a identificação 
dos reguladores dos componentes do ciclo celular permitirá estabelecer quais e em 
qual etapa da gênese do melanoma estas vias estão alteradas e a real contribuição de 
cada uma no desenvolvimento do melanoma. Finalmente, este trabalho espera 
contribuir não só com o entendimento das bases moleculares que participam no 
desenvolvimento do melanoma, mas também fornecer alvos terapêuticos para 




















Figura 41. Possíveis reguladores dos componentes do ciclo celular ao longo da gênese do 
melanoma. O esquema representa as principais vias do ciclo celular e indica os alvos da maquinaria 
epigenética e dos miRNAs  no modelo de transformação dos melanócitos melan-a.  






7.1 - Threshold, R2 e eficiência da reação de qPCR para iniciadores específicos para 
os genes p21, cdk4 e ciclina D1 
 
 A qualidade dos iniciadores utilizados nas reações de qPCR foi avaliada. Com 
o intuito de determinar o valor de threshold, averiguar a eficiência da reação, analisar a 
especificidade de cada iniciador e estabelecer melhor diluição do cDNA, foi realizada 
qPCR com curvas de diluições dos cDNAs.  
Todas as reações apresentaram valor de eficiência equivalente a 100%, com 
valores de R2 superiores a 98% com exceção dos iniciadores para p21, cuja eficiência 
de reação foi equivalente a 85% (Quadro 4). Foi também estabelecida a melhor 
diluição do cDNA; e para todos os iniciadores esta foi de 1/10. Além disso, a 
especificidade de cada par de iniciadores foi avaliada por meio da observação das 
curvas de melting. Para todos os iniciadores, contatou-se um único pico na curva de 
melting, confirmando a alta especificidade de cada par.  
 
Quadro 4. Valores de threshold, R2 e eficiência da reação para os iniciadores dos 





cdk4 0,13 0,99785 100% 
ciclina D1 0,33026 0,98936 100% 
p21 0,2 0,99928 85% 
GAPDH 0,2 0,99 100% 
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7.3 - Receitas 
 
7.3.1 - Soluções 
 
PBS 
NaCl 137 mM, KCl 2,68 mM, Na2HPO4 8,03 mM e K2HPO4 1,46 mM, pH 7,2 
 
TBE 
Tris base 89 mM, ácido bórico 89 mM e EDTA 2 mM, pH 8,0 
 
TBS-Tween 
Tris-HCl 10 mM, pH 8,0, NaCl 100 mM, e Tween-20 0,02% 
 
TELT 
Tris-HCl 50 mM, pH 8,0; EDTA 62,5 mM; 4% Triton X-100; 2,5 M LiCl2 
 
 
7.3.2 - Tampões de amostras 
 
DNA 
7,5 g de Ficol 400, 100 mg do corante Orange G e 50 ml de água DEPEC 
 
RNA 
750 µL de formamida deionizada, 90 µL de formaldeído 37%, 150 µL de tampão 
fosfato 100 mM, 0,1 mg de azul de bromofenol e 135 µL de água DEPC 
 
Proteína 
Tris-HCl 62 mM, pH 8,8, SDS 0,2%, -mercaptoetanol 50 mM, azul de bromofenol 
0,005% e glicerol 10% 
 
 
7.3.3 - Tampões para Western Blot 
 
Tampão de corrida 
Tris base 25 mM, glicina 190 mM, pH 8,3, e SDS 0,1 % 
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Tampão de transferência  
metanol 20%, Tris base 25 mM e glicina 192 mM 
 
Tampão Stripping 
β mercapta etanol 100mM, 2% de SDS, Tris HCl pH 6,7 62,5mM  
 
 
7.3.4 - Meio de cultura  
 
RPMI 
10 g de RMPI 1640, 24 mM de bicarbonato de sódio, 10 mM de HEPES, 10 ml/l de 
penicilina-estreptomicina, pH 6,9. 
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